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Hetero-auxin als Stoffwechselprodukt 
niederer pflanzlicher Organismen. Isolierung aus Hefe. 


13. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe?). 
Von 


Fritz Kégl und D. G. F. R. Kostermans. 
(Teilweise mitbearbeitet von A. J. Haagen-Smit und H. Erxleben.) 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Rijksuniversitét Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1934.) 








In der vorangegangenen Mitteilung wurde der Nachweis 
erbracht, daB in der Graserspitze nicht Hetero-auxin, sondern mit 
gréBter Wahrscheinlichkeit Auxin-a hervorgebracht wird. Auch 
bei der Gewinnung von Auxin-a und -b aus Malz haben wir 
f-Indolyl-essigsiure nicht nachweisen kénnen. Andererseits unter- 
liegt es kaum einem Zweifel, daB das im Harn ausgeschiedene 
Hetero-auxin zum gréBten Teil durch bakteriellen Abbau aus 
Tryptophan entsteht. Dieser Befund legte den Verdacht nahe, 
da8 nicht nur bei Bakterien, sondern auch bei anderen niedrigen 
Organismen, wie z. B. den Pilzen, der in den Kulturen enthaltene, 
bei der Wentschen Testreaktion aktive Wuchsstoff mit -Indolyl- 
essigsiure und nicht mit den Auxinen a oder b identisch ist. 

Wir gingen von dem Gedanken aus, daB die Isolierung des 
pflanzlichen Wuchsstoffs aus Kulturen der betreffenden Organismen 
die iiberzeugendste Beweisfiihrung fiir eine solche Identitaét wire. 
Aus den friither angegebenen Zahlen?) geht hervor, daB die Ver- 
hiltnisse fiir die Isolierung des Auxins aus Hefe relativ am 
giinstigsten liegen: Immerhin war auch hier damit zu rechnen, 
da8 das wirksame Prinzip erst nach 1 Million-facher Anreicherung®) 
in krystallisierter Form vorliegen wiirde. Der erste Anlauf zur 
Isolierung des Auxins aus Hefe wurde bereits vor 2 Jahren unter- 
nhommen, wobei der Kochsaft von 150 kg Backerhefe (Koningsgist 





1) 12. Mitt. Diese Z. 228, 104 (1934). 
*) Diese Z. 214, 241 (1933) u. zwar S. 245. 
3) Auf frische Hefe berechnet. 
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Delft) als Ausgangsmaterial diente. Es wurde versucht, das Zi¢ 


durch Ubertragung des bei der Darstellung aus Harn bewahrte,} ’ 


Aufarbeitungsganges zu erreichen; es traten jedoch schon in dey 


ersten Stufen so groBe Aktivitatsverluste auf, daB die Weiter.— 


verarbeitung nicht mehr lohnte. 

Hoffnungsvoller schien der Versuch, Hefe mit Ammoniun. 
chlorid zu plasmolysieren und das ziemlich dickfliissige Plasmolysat 
nach dem Ansaéuern unmittelbar mit Ather zu extrahieren. |) 


diesem Atherextrakt befanden sich etwa 67°/) der urspriimglichE  ; 


vorhandenen Auxinmenge, und zwar besaB der Riickstand eine 


Reinheitsgrad von 60000 AE pro mg. Bei der weiteren Ver. f 
arbeitung verhielt sich das Produkt durchwegs schlechter ak 
entsprechende Chargen aus Harn oder Malz, und bei der Lactoni- F 


sierung traten Verluste bis zu 60°/, auf, so daB die fraktionierte 


Destillation im Hochvakuum nicht mehr mit Erfolg zur Anwendung FF 

gelangen konnte. Nachdem fiir derartige Isolierungsversuche ins § ~ 
gesamt 8 Zentner Hefe verarbeitet worden sind, ohne daf dic fF ~ 
in vielen Monaten darauf verwendete Miihe den Enderfolg gezeitigt Fy 


hatte, haben wir das Problem laingere Zeit zuriickgestellt. 
Inzwischen machten wir durch die Entdeckung des Hetero- 


auxins im Harn wichtige neue Erfahrungen. Auch dort waren § 


bei der Lactonisierung der durch Adsorption an Kohle gewonnenen 
Rohéle groBe Verluste aufgetreten, die spiter durch die Saure- 
empfindlichkeit der B-Indolyl-essigsiure leicht verstandlich wurden. 
Die Wahrscheinlichkeit, da der gesuchte Wuchsstoff der Hefe 
Hetero-auxin sei, wurde damit immer gréBer. Wir haben deshalb 
eine neue Charge von 50 kg Backerhefe (Koningsgist Delft) plasmo- 
lysiert und nach dem alten Reinigungsgang bis zur Bleisalzfallung 
verarbeitet. Vor dieser wurde die Behandlung mit Xylol ein- 
geschaltet, welche sich bei analogen Harnaufarbeitungen bewahrt 
hatte. Erfreulicherweise wurde dann ein Rohdl erhalten, das bei 
eintaégigem Aufbewahren im Kihlschrank aktive Krystalle aus- 
schied, welche beim Kochen mit Hisenchlorid-Salzsaure die fiir 
6-Indolyl-essigséure beschriebene Rotfirbung gaben; diese Farb- 
reaktion hatte uns — zusammen mit der pflanzenphysiologischen 
Testreaktion — bei diesem Isolierungsversuch den Weg gewiesel. 
Das so erhaltene Rohkrystallisat war jedoch noch sehr unreil 
und zeigte nur eine Wirksamkeit von etwa 2 Millionen AE pro mg. 
Es wurde 3mal aus Chloroform umkrystallisiert, dann das immer 
noch braunliche Produkt 2mal mit Benzin ausgekocht und hieraui 
das Unlésliche 2mal aus Wasser umkrystallisiert. Die Ausbeute 
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betrug nunmehr 9 mg, die Wirksamkeit ungefahr 10 Milliarden AK 


pro Gramm und auch dieses Produkt gab stark die oben erwihnte 
Farbreaktion. Leider ist ein Teil dieser kostbaren Substanz auf 
dem Weg zur Analyse verungliickt; der Rest wurde noch 2mal 
‘aus Wasser umkrystallisiert und zeigte nunmehr einen Schmelz- 
_punkt von 164—165°. Der Mischschmelzpunkt mit synthetischer 
_ p-Indolyl-essigsiure ergab keine Depression; auch die physio- 
- Jogische Wirksamkeit stimmte mit der des synthetischen Produktes 


iiberein. Da die Identitét der beiden Verbindungen viollig ge- 


 sichert war, haben wir in Anbetracht des groBen Arbeitsaufwandes, 


der fiir die 1 Million-fache Anreicherung der aktiven Substanz 


aus Hefe zu leisten ist, von einer Wiederholung des Versuches 
abgesehen. Hine unabhangige Bestatigung des Ergebnisses wurde 


durch die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten!) auf bio- 
_logischem Wege erhalten. Hieraus errechnete sich ein Molekular- 
- gewicht von 193, was mit dem theoretischen Wert (175) gut iber- 


einstimmt. Zu diesem Versuch wurde ein Wuchsstoffpraparat 
_ verwendet, das durch Ausithern des Plasmolysats und an- 
 schlieBende Fraktionierung mit Bicarbonatlésung gewonnen war. 


Da die Molekulargewichtsbestimmung, wie unter anderem das 


| Beispiel des Praiparates aus Hefe zeigte, auch bei weniger an- 
 gereicherten Produkten zuverlissige Werte heferte, hatten wir 
' zusammen mit der beim Griaserwuchsstoff erprobten Bestimmung 
der Saéure- und Alkaliempfindlichkeit 2 unabhangige Methoden 
| kennengelernt, die es gestatteten, auf relativ einfache Weise die 
Natur der Auxine auch mit wenig Material festzustellen. Wir 
_ haben hiervon zur Identifizierung des Wuchsstoffes aus Rhizopus 


nigricans und aus Aspergillus niger Gebrauch gemacht. Wie 


| die im experimentellen Teil beschriebenen Versuche zeigen, fiihrten 
' die beiden Methoden itibereinstimmend zu dem Ergebnis, daB in 
_ den Kulturen dieser Organismen ebenfalls Hetero-auxin enthalten 


ist. Wenn man die Auxine aus diesen Pilzen isolieren wollte, 


mite der erforderlichen, millionenfachen Anreicherung noch die 


Gewinnung entsprechender Quantitéten Zellmaterials vorangehen, 


_ ein Arbeitsaufwand, der nun kaum mehr lohnen wiirde. 


Boysen-Jensen?) hat das Hauptergebnis seiner Unter- 


F suchungen iiber den Wuchsstoff aus Aspergillus so zusammen- 


gefaBt, ,daB der von Aspergillus gebildete Wachstumsregulator, 





*) Vgl. die Ausfiihrungen in der vorangehenden Mitteilung. 
*) Biochem. Z. 250, 270 (1932). 
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der eine so auffallige Wirkung auf das Wachstum der Avena. 


Koleoptile hat, fir Aspergillus selbst kein notwendiger Wachstums. § 


faktor ist; es ist, soweit man beurteilen kann, ein zufilliges Stoff. 
wechselprodukt, das bisweilen gar nicht, unter geeigneten Kultw. 
bedingungen aber in relativ groBen Mengen gebildet wird‘. 


Wir haben die Versuche von Boysen-Jensen vor langere 


Zeit wiederholt und — abgesehen von einer unwesentlichen Ab. 


weichung — bestatigen kénnen. Damals erschien es auch wi; 
merkwiirdig, daB Aspergillus unter bestimmten Bedingungen eiy 
kompliziertes Hormonmolekiil aufbaut, ohne daB dieses fiir sein 
Wachstum prinzipiell notwendig wire. Diese Verhaltnisse erschei. 
nen aber nun in anderem Lichte, da es sich bei der Wuchsstoff. 
bildung von Aspergilluskulturen nicht um die Synthese von 
Auxin-a oder -b handelt, sondern um die Bildung von f-Indolyl. 
-essigsdure!), die bei nicht assimilierenden Organismen auf einem 
gelaufigen Abbauweg aus Tryptophan entstehen kann. 


Im Anfang der chemischen Wuchsstofforschung war N. Niel- 
sens Rhizopin, ein 7000fach angereichertes Produkt aus Rhizopus 
suinus, das erste leichter zugingliche Praparat fiir weitere For. 
schungen. Auch in jiingster Zeit sind fiir die Wuchsstoffarbeiten 
in verschiedenen botanischen Laboratorien noch Rhizopinpraparate 
verwendet worden, die ja scheinbar den Botaniker weniger de 
Gefahr aussetzen, daB er mit einem der Graskoleoptile fremden 
Wuchsstoff experimentiere. Wie unsere Befunde jedoch zeigen, 
ist es in Wirklichkeit so, daB gerade die niedrigen pflanzlichen 
Organismen ein anderes Auxin hervorbringen als die Griser selbst. 


Es war ein glicklicher Zufall, daB wir aus Harn, der ja beide 
Wuchsstoffe enthalt, zuerst das ,,echte‘‘ Auxin isoliert haben. 
Wenn die Versuche zur Isolierung der wirksamen Substanz zuerst 
zur 3-Indolyl-essigsaure gefiihrt hatten, wiirde man sich wahrschein- 
lich nicht die Mihe gemacht haben, auch noch den in den Rett: 
sirupen vorkommenden aktiven Stoff rein darzustellen. Mit der 
Erkenntnis, da8 auch Hefe und andere niedrige pflanzliche 
Organismen einen mit /-Indolyl-essigsiure identischen Zell- 
streckungswuchsstoff hervorbringen, hatte man sich wahrscheinlich 
zufriedengegeben und eventuelle Abweichungen im Verhalten des 





1) B-Indolyl-essigsaure ist nach Versuchen von Herrn Dr. B. Ténnis 
auch bei Hefe (Rasse M vom Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin) nicht als 
, Bios‘*-Faktor wirksam. 
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i Griserwuchsstoffs auf Begleitsubstanzen zuriickgefiihrt; die 


Auxine a und b waren dann wohl lange Zeit verborgen geblieben. 


Wir haben der I. G. Farbenindustrie A. G., Werk Elberfeld, 
fir die Unterstiitzung unserer Arbeiten sehr zu danken. ~ 


Experimenteller Teil. 
Auxingehalt verschiedener Hefeextrakte. 




















| Koningsgist Delft | Hollandiagist 
Waschwasser rie’. 5a 1,5 Millionen AE/kg 5 Millionen AE/kg 
Autolysesaft!) . . 5 ” * 6 om “i 
Kochsaft . . . . 25 " s 22,5 
Plasmolysesaft . . 25 - i 21 








Versuch zur Gewinnung des Hefeauxins aus dem Kochsaft. 
150 kg Koningsgist wurden 6 Stunden lang mit 150 Liter Wasser 
vekocht und nach dem Erkalten die wberstehende Fliissigkeit so 
gut wie médglich abgehebert. Da der zuriickbleibende Hefebrei 
weder durch Filtrierpapier noch durch Leinen oder Sand filtrierbar 
war und sich auch bei Zufiigung von Alkohol nicht weiter absetzte, 
wurde er in der Sharpless-Zentrifuge getrennt und der gesamte 
wibrige Extrakt auf etwa 10 Liter eingeengt. Es stellte sich 
heraus, daB der Kochsaft nur mehr 20°/, des urspriinglich vor- 
handenen Auxins enthielt und fiir eine Weiterverarbeitung deshalb 
nicht in Frage kam. Da auBerdem in der Zwischenzeit gefunden 
war, da8 durch Plasmolyse ebensoviel Wuchsstoff aus der Hefe 
freigemacht wird, wurde fortan nur mit Plasmolysesaft als Aus- 
gangsmaterial gearbeitet. 

Anreicherung des Hefeauxins aus Plasmolysesaft. 1 kg fein zer- 
bréckelte Hefe wurde mit 100 g gepulvertem Ammoniumchlorid 
bestreut und 24 Stunden stehen gelassen. Dann war eine dick- 
fliissige Masse entstanden, die nach dem Ansauern mit Salzsaiure 
direkt mit viel Ather extrahiert wurde, da sie sich schlecht und 
nur mit sehr groBen Verlusten filtrieren bzw. zentrifugieren lieB. 
Zum Ausithern wurden pro kg Hefe 2,5 Liter peroxydfreier Ather 
verwendet und méglichst vorsichtig durchgeschiittelt, um die Ent- 
stehung untrennbarer Emulsionen zu vermeiden. 

Auf diese Weise wurden 50 kg Hefe aufgearbeitet und aus 
dem Atherextrakt ein Sirup mit einer Wirksamkeit von 60000 AK 


') Zur Gewinnung vgl. H. v. Euler, Diese Z. 195, 81 (1931). 
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pro mg erhalten, der insgesamt 12 mg Auxin, d. i. 67°) der wr. : 


spriinglich vorhandenen Menge enthielt. Die Weiterverarbeitung 
erfolgte nach dem friher beschriebenen alten Aufarbeitungsgang: 
nach der Fraktionierung mit Bicarbonat besaB der Riickstand 
eine Wirksamkeit von 120000 AE pro mg und enthielt noch 11 mp 
Auxin. In den folgenden Stufen (Petrolither-, Ligroinbehandlung, 
Benzolfraktionierung, Bleisalz- und Calciumsalzfallung) nahm de 
Auxingehalt allmahlich weiter ab, so daB vor der Lactonisierung 
noch etwa 8—10 mg vorhanden waren. 2 solcher 50-kg-Chargen 
wurden nunmehr vereinigt und mit Methylalkohol—Chlorwasserstof{ 
in der tblichen Weise behandelt; hierbei trat ein Verlust von 60°, 
an aktiver Substanz ein, der Riickstand enthielt nur noch etwa 
7 mg Auxin und lieferte bei der Hochvakuumdestillation keine 
krystallisierende Fraktion. Bei anderen entsprechenden Auf. 
arbeitungen trat bereits in den ersten Stufen eine starke Ver. 
minderung des Auxingehaltes auf. 

Darstellung von MHetero-auxin aus MHefeplasmolysat. 50 ke 
Koningsgist wurden in der oben beschriebenen Weise mit Ammo- 
niumchlorid plasmolysiert und ausgeathert. Der Atherextrakt 
wurde auf 5 Liter eingedampft und mit 5°/j,iger Bicarbonatlésung 
ausgeschiittelt. Hierbei blieb in der Saurefraktion nach dem Ab- 
dampfen des Athers ein Sirup mit unangenehmem Fettsauregeruch 
zuriick. Zur Entfernung der niedrigen Fettsiuren wurde im 
Vakuum bis auf 100° (Badtemperatur) erwirmt. Es blieb ein 
Riickstand von 6,5 g mit einer Wirksamkeit von 120000 AE 
pro mg. Eine kleine Probe hiervon gab bereits deutlich die fiir 
6-Indolyl-essigsiure bekannte Rotfirbung mit Eisenchlorid—Salz- 
siure; nach jeder der weiteren Stufen wurde mit Hilfe dieser 
Farbreaktion gepriift, ob die Hauptmenge des Wuchsstoffs noch 
in der zu erwartenden Fraktion enthalten war. Der aktive Sirup 
wurde nunmehr 8mal mit Petrolither und dann dreimal mit 
Benzin ausgekocht; danach betrug der unlésliche Riickstand 3,5 ¢ 
mit einer Wirksamkeit von 250000 AE pro mg. 

Nach der in bekannter Weise durchgefiithrten Fraktionierung 
mit Benzol wurde der wirksame Sirup bei Wasserbadtemperatur 
8mal mit Xylol erhitzt, die Xylolextrakte wurden gesammeli 
und im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Riickstand (500 mg) 
zeigte eine Wirksamkeit von 1,2 Millionen AE pro mg, enthielt 
also noch etwa 20 mg Hetero-auxin. In diesem Rohél hatten sich 
nach 1 tagigem Stehenlassen im Hisschrank Krystalle ausgeschieden; 
sie wurden abgesaugt und einige Male mit wenig kaltem Chloroform 














: Hetero-auxin als Stoffwechselprodukt niederer pflanzlicher Organismen. 119 


 gewaschen. Die Farbreaktion dieses Rohkrystallisats mit Hisen- 
| chlorid—Salzsaure war intensiv, die Wirksamkeit Betrug allerdings 


nur etwa 2 Millionen AE pro mg. Da sich herausstellte, dab 


- wiederholtes Umkrystallisieren aus Chloroform die- Reinheit und 


die physiologische Aktivitét nur langsam erhéhte, wurde das 
Krystallisat 2mal mit etwas Benzin ausgekocht und die Benzin- 
Jésungen verworfen. Das Unldsliche wurde danach noch 2mal 
aus Wasser umkrystallisiert und lieferte 9 mg eines Produktes 
vom Schmelzp. 163,5° und der Wirksamkeit 17,6 Milliarden AE 


pro Gramm. 

Von diesem Produkt ging ein Teil verloren, der Rest wurde 
in verunreinigtem Zustande zurickgewonnen; er wurde in Ather 
gelést, itber Bicarbonat fraktioniert und der Riickstand der Saure- 
fraktion noch 2mal aus Wasser umkrystallisiert. 1,2 mg vom 
Schmelzp. 164—165%), Wirksamkeit ungefihr 10 Milliarden AE. 
pro Gramm. Mischschmelzpunkt mit f-Indolyl-essigséure ohne 
Depression. 

Saéure- und Alkaliempfindlichkeit des Wuchsstoffis aus Kulturen 
von Rhizopus nigricans. 80 Petrischalen von 20 em Durchmesser 
wurden mit je 175 ccm Sand gefiillt, der vorher durch hiaufiges 
Aufschlimmen in Wasser und nachheriges Ausgliihen bei 300° 
gereinigt worden war. In jede Schale wurden dann 75 ccm eines 
10°/,igen, sterilen Malzextraktes gefiillt, die Schalen sterilisiert 
und nach dem Abkiihlen mit Rhizopus nigricans geimpft. Die 
Kulturen blieben 6—7 Tage bei 25° im Brutschrank stehen und 
wurden dann folgendermafBen verarbeitet: Der Sand wurde aus- 
gepreBt und ausgewaschen, die gesammelten Filtrate (ungefahr 
10 Liter) wurden mit konzentrierter Salzsiure angesdéuert und 
ausgeithert. Der Atherextrakt wurde mit Bicarbonatlésung frak- 
tioniert und der Riickstand der Saéurefraktion in der tiblichen Weise 
mit Petrolither und danach mit Benzin ausgekocht. Ungelést 
blieben 200 mg mit einer Wirksamkeit von 40000 AE pro mg. 
Dieses Produkt wurde auf seine Bestindigkeit gegen Saéure und 
Alkali untersucht. 

Saureempfindlichkeit. 8 mg des Rohproduktes wurden 
3 Stunden lang mit 2,5 ccm 5°/jiger Salzsiiure gekocht; nach dem 
Erkalten wurde ausgeathert und der Atherriickstand im Pflanzen- 
test geprift. Er war véllig unwirksam geworden. 


1) Die Schmelzpunkte dieser Arbeit sind nicht korrigiert. 
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Alkalibestandigkeit. 2mg wurden 38 Stunden lang mit 
2 ccm 5°/jiger Kalilauge gekocht, danach die Lésung angesiuert 
und ausgeithert. Die Wirksamkeit des Atherriickstandes betrug 
noch 80°/, der zu erwartenden Aktivitit. 

Die Farbreaktion mit Hisenchlorid-Salzsiure war wegen der 
starken EKigenfarbe des Rohproduktes nicht durchzufiihren. 

Saure- und Alkaliempfindlichkeit des Wuchsstoffis aus Kulturen 
von Aspergillus niger. 65 Petrischalen von 20cm Durchmesser 
wurden mit je 100—125 ccm einer Nahrlésung gefiillt, die 20 g rohe 
Glucose, 5g Citronensdéure, 0,4g Tyrosin und 0,25 g KH,PO, 
im Liter Wasser enthielt. Die Schalen wurden sterilisiert und nach 
dem Abkiithlen mit Aspergillus niger geimpft. Nach 6—7tigiger 
Entwicklung bei 31° im Brutschrank wurde das Mycel abgenommen 
und die Nahrldésung filtriert. Das Filtrat besaB im Pflanzentest 
eine Wirksamkeit von 1000 AE. pro ccm. Es wurde angesiuert, 
ausgeithert, der Atherriickstand iiber Bicarbonat fraktioniert und 
die Séurefraktion nach dem Hindampfen zur Trockne mit Petrol- 
aither und Benzin ausgekocht. Das so gereinigte Produkt mit der 
Wirksamkeit 25000 AE pro mg wurde fiir die Identifizierungs- 
proben verwendet. 

Saureempfindlichkeit. 4,5mg wurden 3 Stunden lang 
mit 5°/jiger Salzsiure gekocht, die Lésung danach ausgeithert 
und der Rickstand getestet. Er war voéllig unwirksam geworden. 

Alkalibestandigkeit. 1 mg wurde 3 Stunden mit 5°/,iger 
Kalhilauge gekocht, nach dem Erkalten wurde angesiuert, aus- 
geithert und der Atherriickstand getestet. Seine Wirksamkeit 
betrug 70°/, der urspriinglich vorhandenen Aktivitat. 

Molekulargewichtsbestimmungen mit Hilfe des Diffusionskoeffi- 
zienten. Die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten auf bio- 
logischem Wege erfolgte nach der von F. W. Went?) beschriebenen 
Methode. Fir die Messung des Diffusionskoeffizienten beim Hefe- 
wuchsstoff stand eine Bicarbonatfraktion des Hefeplasmolysats 
zur Verfiigung, beim Wuchsstoff aus Aspergillus bzw. Rhizopus 
wurden Extrakte benutzt, die in der oben beschriebenen Weise 
angereichert worden waren. 

Als Molekulargewicht wurde gefunden: fiir den Wuchsstofi 
aus Hefe 193, fir den Wuchsstoff aus Rhizopuskulturen 176 und 
190, und fiir den Wuchsstoff aus Aspergilluskulturen 169. 

Der theoretische Wert fiir /-Indolyl-essigsiure betraigt 175. 





1) Dissert., Utrecht 1927. 
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Bildung von Hetero-auxin durch Aspergillus bei verschiedenen 
Nabrlésungen. Aspergillus niger-Kulturen wurden in verschiedenen, 
yon Boysen- Jensen’) angegebenen Kulturflissigkeiten geziichtet ; 
die Entwicklung dauerte 5—7 Tage bei etwa 30° im Brutschrank. Da- 
nach wurden die abfiltrierten Nahrldsungen im Wen tschen Pflanzen- 
test geprift: die Ergebnisse sind im folgenden zusammengestellt. 








Nabrlésung (die Angaben beziehen Wuchsstoffgehalt 
sich auf 100 ccm Lésung) eigene Befunde | nach Boysen-Jensen 











5g Glucose; 0,2 g Ca(NOs),; | 


0,025 g KCl; 1 Tropfen 10°/,ige | 


FeCl, -[ieumg 2. 6 se ee negativ | negativ 
0,2 g Ca(NOs); 2 g Glucose; 0,5 g | 
Citronensiure; 0,025 g KH,PO, . negativ negativ 


2¢ Glucose; 0,5 g Pepton; 0,5 g 
Citronensiure; 0,025 g KH,PO, . 53000 AE/1 


2 g Glucose; 0,5 g Citronensaure ; 
0,025 g KH,PO,; 0,04 g Tyrosin | 1250000 AE/1 | nicht durchgefiihrt 


5g Glucose; 0,5 g Citronensaure; 





0,025 g KH,PO,; 0,5 g Tyrosin®) 530000 AE/1 | d = 1,67 
5 g Glucose; 0,5 g Citronensiure; | 
0,025 g KH,PO,; 0,5 g Asparagin 18750 AE/1 | d= 0 


1) Biochem. Z. 250, 270 (1932). 

*) Fir die Berechnung des Wuchsstoffgehaltes vg]. Boysen-Jensen, 
Biochem. Z. 286, 205 (1931) u. zwar S. 206, und Biochem. Z. 250, 270 (1932) 
u. zwar S. 271. 

3) Da die Léslichkeit von Tyrosin nur 0,04 g pro 100 ccm betragt, 
enthielt die in diesem Versuch benutzte Nahrlésung den gréBten Teil des ein- 
gewogenen Tyrosins als Bodenkérper. 








Berichtigung 
zu unserer 12. Mitteilung 
iiber pflanzliche Wachstumsstoffe’). 


In der soeben erschienenen Arbeit ,,Uber den Einflu8 der Auxine auf 
das Wurzelwachstum usw.“ ist leider auf Seite 107, 2. Absatz, ein Irrtum 
unterlaufen. Die Konzentrationen, bei welchen wir mit Hetero-auxin eine 
Hemmung des Lingenwachstums der Wurzeln hervorrufen konnten, be- 
tragen nicht 0,1—10 y pro Liter, sondern 0,01—1 mg pro Liter. Wiéhrend 
Hetero-auxin bei der Wentschen Testreaktion schwiicher, aber doch in der 
gleichen GréBenordnung wie Auxin-a wirkt, bleibt somit seine Aktivitat 
bei der ,, Wurzelhemmung“ erheblich hinter jener von Auxin-a zuriick. 


Utrecht, den 4. Oktober 1934. 


') Diese Z, 228, 104 (1934). 
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Absorptionsspektrographische Untersuchung 
von Saccharasepraparaten. 


Von 


H. Albers und I. Meyer. 
Mit 8 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Hamburgischen Universitat.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. August 1934.) 


Fiir die Beschreibung und Erkennung von Fermentpraparater 
hat die Absorptionsspektrographie in letzter Zeit oft wertvolle 
Hilfe geleistet. Bei der Untersuchung weitgehend von unwesent- 
lichen Ballaststoffen befreiter Fermentpraparate kann sich einmal 
das wirksame Molekiil (bzw. die wirksame Gruppe) des Fermente: 
und andererseits — fir den Mechanismus der Inaktivierungen 
nicht minder wichtig — das mdglicherweise spezifische Trager: 
molekiil des Fermentes zu erkennen geben. 


Wir haben die Ultraviolett-Absorptionsspektren von méglichst 
reinen Saccharasepraéparaten aufgenommen. 


Uber den Bau des wirksamen Molekiilteils der Saccharas 
sind verschiedene Arbeitshypothesen!) entwickelt worden, ebens 
wurde die Frage des Trigermolekiils haufig bearbeitet, insbesondere, 
ob ein Tryptophanpeptid einen integrierenden Bestandteil de: 
Fermentkomplexes darstelle. Hs scheint eine Eigentiimlichke 
vieler — und zwar besonders der reineren — Saccharasepriaparate 
zu sein, hartnickig von einem Tryptophanpeptid begleitet zu 
werden?), Willstatter*) konnte aber zeigen, daB es nach Auswels 





1) Zur Kenntnis des Saccharasemolekiils vgl. v. Euler und Svanbersg, 
Fermentforschg.4, 29 (1920); v. EulerundMyrbick, Diese Z. 125, 297 (1922/23): 
Myrback, Diese Z. 158, 160 (1926), Arkiv f. Kemi 8, 1 (1924); Haldane- 
Stern, Allgemeine Chemie der Enzyme (1932) 46. 

*) H.v. Euler und K. Josephson, Diese Z. 188, 38 (1924); Ber. 
chem. Ges. 57, 299, 859 (1924). 

3) Ber. chem. Ges. 59, 1591 (1926). 
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der chemischen Analyse!) gelingt, tryptophanfreie Saccharase- 
priparate zu gewinnen. Ein Zusammenhang zwischen Wirksamkeit 


und charakteristischen Begleitstoffen wurde nicht gefunden. 


Nun ist die Methode des chemisch-colorimetrischen 
Tryptophannachweises nach von Firth und Lieben?) nicht so 
empfindlich, da8 man mit ihrer Hilfe noch sehr kleine Mengen 
Tryptophan erfassen kann. (Die Erfassungsgrenze liegt bei 
4mg Tryptophan in 100ccm Léosung.) Die physikalische 
Methode der Messung der Lichtabsorption im ultravioletten Teil 
des Spektrums gestattet es, 500mal kleinere Mengen noch deutlich 
und quantitativ zu erfassen?). 

Gorbach und Lerch’) haben die Saccharase spektralphoto- 
metrisch untersucht. Die aufgenommenen Ultraviolett-A bsorptions- 
spektren verschiedener Praparate ergeben eine Proportionalitat 
gwischen Wirksamkeit und Tryptophangehalt. Gorbach und 
Lerch schlieBen daraus, daB ein Tryptophanpeptid als standiger 
Begleiter der Saccharase auftritt, und daB ihm im Sinne Fodors?) 


die Rolle eines Tragers der zymoaktiven Substanz zukommt. 
Das ist eine Entscheidung, die durch die neueren Arbeiten iiber 
_ krystallisierte Fermente®), die simtlich EiweiBnatur zeigen, be- 
 deutsam wird. 


Gorbach und Lerch haben ihre SchluBfolgerung nun zwar 
auf Grund eines sehr empfindlichen Nachweises des Tryptophans 
gezogen, aber sie haben diesen Nachweis auf Priparate angewendet, 
die verhaltnismaBig wenig aktiv waren. Priaparate von den auBer- 
ordentlich hohen Reinheitsgraden, wie sie von Willstatter und 
von Euler und ihren Mitarbeitern erreicht wurden, sind nicht 


- untersucht worden. 


Wir haben daher nach geeignet ausgewihlten Methoden aus 


| den uns zur Verfiigung stehenden Hefen médglichst tryptophan- 





') Biochem. Z. 109, 125 (1925). Zur Methodik des Tryptophannachweises 
vel. H. v. Euler, Gard und Rislund, Diese Z. 208, 176 (1931); Firth 
und Diesche, Biochem. Z. 146, 275 (1924); O. Folin und Mitarbeiter, J. of 
biol. Chem. 78, 627 (1927); 88, 89 (1929); Tillmans, Hirsch und Stoppel, 
Biochem. Z. 217, 422 (1930); H. Bauer und E. StrauB, Biochem. Z. 211, 
191 (1929), 

*) Bei Verwendung von 25 mm-Kiivetten. 

*) Biochem. Z. 219, 122 (1930). Ebenda 235, 259 (1931); 269, 36 (1934). 

‘) Biochem. Z. 228, 101 (1930). 

*) Literaturiibersicht vgl. W. Langenbeck, Erg. Physiol. 85, 470 
(1933); krystallisierte Amylase: Caldwell und Broher, J. chem. Educ. 
8, 652 (1931). 
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arme — bzw. nach dem colorimetrischen Nachweis tryptophan. 
freie — Saccharasepraparate von méglichst hohem Reinheitsgraj 
hergestellt und ihre Lichtabsorption im ultravioletten Teil de 
Spektrums gemessen. Wir konnten so Aussagen gewinnen iiber 
den Tryptophangehalt und iiber den Mechanismus der Inaktj. 
vierung der Saccharase. In einem Fall ergab sich dariiber hinay; 
ein Spektrum mit deutlichen, méglicherweise charakteristischey 
Hinzelbanden. 


Die Bereitung des Enzymmaterials. 


Zur Bereitung des erforderlichen Enzymmaterials wurden 
Hefen verwendet, die uns von der hiesigen Industrie in dankens. 
werter Weise zur Verfiigung gestellt wurden. Als am _ besten 
geeignet erwiesen sich die ,,Augsburger‘‘- und die ,,Dortmunder“. 
Hefen der Bill-Brauerei, Hamburg'*), die daraufhin fast ausschlicf. 
lich verwendet wurden. 

Fir die Herstellung der erforderlichen tryptophanarmen hoch- 
wertigen Praparate muBten Wege beschritten werden, die von 
Hefe zu Hefe verschieden waren, und die auch von den Wegen, 
die Willstatter und seine Mitarbeiter bei ihren Hefen mit Erfolg 
eingeschlagen haben, abwichen. 


Bestimmung des Saccharasegehaltes 


Als iibliche MaBe?) fiir die Saccharase dienen der Zeitwert ZW.°), der 
diesem reziproke Saccharasewert SW. als ein der Reinheit proportionales 
MaB8B und die Saccharaseeinheit SE.*) als MengenmaB. 

Die Zeitwertbestimmung wurde entsprechend den Angaben von Will- 
statter?) angesetzt. Wahrend aber dort zum Unterbrechen der Ferment: 
tatigkeit 25 cem der Reaktionslésung in 5 ccm 2n-Sodalésung eingetragen 
werden, unterbrechen wir die Reaktion durch Zugabe von 1 ccm 25°/,igen 
Ammoniaks zu einer Probe von 9 ccm des Inversionsgemisches und bestimmen 
sodann die Drehung. Aus deren jeweiligen Werten wird die Zeit, die bis zur 

1) Wir sind der Leitung der Bill-Braucrei, Hamburg, zu _ besonderem 
Dank verpflichtet; sie stellte uns ihre Hefen regelmaBig und in sehr gutem 
Zustande zur Verfiigung. Ebenso sind wir zu Dank verpflichtet der Leitung 
der Holsten-Brauerei, Altona, und der Leitung der Norddeutschen Hefe- 
industrie A. G., Abt. Wandsbek-Hamburg, Wandsbek. 

2) Vgl. Willstatter und F. Racke, Liebigs Ann. 425, 6 (1921) und 
H. v. Euler und Mitarbeiter, Diese Z. 69, 152 (1910); 78, 335 (1911); 104, 
269 (1919). 

3) Zeit in Minuten, bis 0,05 g eines Praparates 25 ccm einer 16°/,ige? 
Rohrzuckerlésung bei py = 4,53 und 15,5° zu 75,75°/, d. h. nach Aufhebung 
der Mutarotation bis zur Nulldrehung invertiert haben. 

4) Eine SE. ist in 0,05 g eines Praparates vom ZW. 1 enthalten. 
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- Nulldrehung vergeht, graphisch') ermittelt. Sie wird als Minutenwert MW. 


bezeichnet. Die Angabe MW. (1/,9):53 bedeutet: 1 ccm der Fermentlésung 


 invertieren 50 ccm Rohrzuckerlésung in 53 Minuten bis zur Nulldrehung. 
- Die Ammoniakzugabe hat den Vorteil, daB die Mutarotation sehr schnell 
 peendet ist. Der beim Versetzen mit Ammoniak zuweilen auftretende Nieder- 
4 schlag setzt sich gut ab. 


Ein Vergleich zeigt, daB die nach der Sodamethode gewonnenen Minuten- 
werte um 20°/, tiefer liegen als die nach der Ammoniakmethode gewonnenen 
Minutenwerte. Um einen Vergleich mit anderen Arbeiten zu erméglichen, 
wurden daher stets die nach unserer Ammoniakmethode gewonnenen Minuten- 
werte und Zeitwerte um 20°/, ihres Wertes verringert. Die im folgenden 
angegebenen Minuten- und Zeitwerte entsprechen daher den itblichen 
O’Sullivan-Werten. 


Minutenwert-Bestimmung eines Schnellautolysats. 


Verwendet 2 ccm auf 200 ccm Zuckerlésung. 
































a) Mit Soda unterbrochen: b) Mit Ammoniak unterbrochen: 
5ecem 2n-Soda zu 25 cem In- 1eem 25°/,iges Ammoniak zu 
versionsgemisch. 9 ccm Inversionsgemisch. 

18 18 

"= — Nach Minuten | ei — Nach Minuten 

in in 
2,07 4,50 2,46 1,15 
1,96 6,25 2,22 10,25 
1,80 10,00 2,08 14,25 
1,61 14,00 1,89 18,75 
1,43 18,50 1,38 31,25 
0,93 31,00 1,13 38,00 
0,67 37,75 0,87 44,50 
0,09 54,75 0,34 62,50 

—0,15 62,50 0,58 55,00 

— 0,28 66,00 0,24 65,00 
Minutenwert (2/200) : 57 Minutenwert (2/200) : 73 








Nach einiger Zeit noch einmal abgelesen, zeigten die mit Ammoniak unter- 
brochenen Lésungen keinerlei Anderungen der Drehung. — Eine zweite Be- 
stimmung ergab Minutenwerte von 55 bzw. 67. 


Anreicherung der Saccharase in den Hefen. 


Willstatter, Lowry und Schneider?) fanden, da8 eine Garfiithrung 
ihrer Hefen bei minimaler Zuckerkonzentration den Saccharasegehalt durch- 
schnittlich auf das 15fache ansteigen lieB. Die Anreicherung unserer Hefen 
gelang auch bei Abanderungen der Bedingungen nur bis auf das 10fache*). 





') NachC.O’Sullivan [Journ. chem. Soc. 57, 834 (1890)] ist der Minuten- 
wert auch rechnerisch zu ermitteln. 

2) Diese Z. 146, 158 (1925). 

*) Ein ahnliches Ergebnis fand Weidenhagen, Z. d. Ver. d. Deutsch. 
Zuckerind. 81, 501 (1931), bei seinen Hefen, die eine 8 bis 10fache Enzym- 
vermehrung ergaben. 
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Es ist im Hinblick auf neuerliche Ergebnisse Weidenhagens') bemerkensw ert, 
da8B die Anreicherung stets nach héchstens 6 Stunden beendet war, oft schon 
nach 4 und sogar nach 2 Stunden; eine langere Garfiihrung verbesserte dey 
Zeitwert dann nicht mehr. Wurde eine Hefe, die bereits einmal angereichert 
war, nach einigen Ruhetagen nochmals der Garfiihrung bei minimaler Zucker. 
konzentration unterworfen, so steigerte sich der Saccharasegehalt nicht weiter, 
Auch solche Hefen, die schon in der Brauerei in Zuckerlésung aufbewahyt 
waren, und die mit einem Zeitwert von 88—100 geliefert wurden, lieBen sich 
nicht weiter als die nicht vorbehandelten Hefen anreichern. Die Hefen wurden 
durchschnittlich auf einen Zeitwert von 28—32 und nur in Ausnahmefillen, 
ohne abweichende Behandlung, bis zum Zeitwert 20 gebracht. Der Grund 
fiir dieses verschiedene Verhalten wird in dem Alter der Hefen zu suchen 
sein, die besten hatten eine oder zwei Garfiihrungen im Brauereibetrieb durch. 
gemacht. Hefen, die mehr als 5mal zur Garfiihrung benutzt waren, erwiesen 
sich als unbrauchbar. 


Autolyse der Hefen. 


Die angereicherten Hefen wurden mit Toluol verfliissigt und dann nach 
dem Verfahren der Schnellautolyse’) bei 30° unter standiger Neutralisation 
mit verdinntem Ammoniak nach Abtrennung einer Vorfraktion autolysiert. 
Auch die Verfliissigung mit einem Gemisch von Toluol und Diammoniun. 
phosphat lieferte gute Ergebnisse. Mit Phosphat allein gelang zwar die Ver- 
fliissigung sehr schnell, aber die Ausbeute bei der Freilegung der Saccharase 
war um etwa 80°/, geringer. Langer dauernde Autolysen ergaben bessere 
Ausbeuten, dafiir aber unreinere Lésungen: Das Verhaltnis des Enzyms 2 
seinen tryptophanhaltigen Beimengungen war ungiinstig. — Das Ansiuem 
der Autolysate auf ein pq = 4,7 fiir die Abtrennung der EiweiBe wurde mit 
Essigsiure vor dem Abzentrifugieren des Heferiickstandes vorgenommen. 
Die auf diese Weise hergestellten Autolysate hatten einen Zeitwert von 4—4. 
Sie wurden nach kurzdauernder Freilegung gewonnen; ein betrachtlicher Teil 
des Enzyms war dann noch nicht freigelegt; im Interesse der Reinheit der 
ersten Lésung wurde darauf verzichtet. 


Untersuchte Reinigungsverfahren *). 


Reinigung durch Dialyse. Die Dialyse der enteiweiBten Loésungen 
wurde mit groBem Vorteil nach dem Prinzip des Gutbierschen Schnell- 
dialysators vorgenommen. Als Membran diente festes Pergamentpapier. Die 





1) Weidenhagen sieht einen besonderen Erfolg seiner Arbeitsweise in 
der méglichen Anreicherung seiner Hefen in 8 Stunden in einem Arbeitsgang 
[Z. angew. Chem. 47, 581 (1934)]. Eine Anreicherung in einem Arbeitsgang ist 
auch in wesentlich kiirzeren Zeiten méglich. Wir fiihren die Unterschiede in 
den Anreicherungszeiten weniger auf die Methode als auf die Rasse der Hele 
und ihre Vorgeschichte zuriick. 

2) Willstatter u. Mitarb., Diese Z. 142, 272 (1921); 147, 266 

1921); 151, 7 (1926). 

3) Eine Ubersicht iiber die Reinigungsverfahren bei der Saccharase 
findet sich bei Grassmann, Neue Methoden und Ergebnisse der Enzyn- 
forschung 1928, 101. 
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| Enzymverluste waren bei 1 bis 2tagiger Dialyse unerheblich. Nur bei den 
- reinsten Praparaten war eine Abnahme der Wirksamkeit festzustellen. Weniger 
reine Losungen zeigten haufig eine Verbesserung der Zeitwerte nach der 
' Dialyse. Danach ist anzunehmen, da8 entweder durch die Dialyse Hemmungs- 
' korper entfernt werden, oder daB inaktive Saccharase reaktiviert wurde’). 
Der bei der Dialyse zuweilen auftretende Niederschlag enthalt keine oder nur 
geringe Mengen Enzym. Die durch die Dialyse verdiinnten Lésungen konnten 
| leicht durch Einengen im Vakuum konzentriert werden, ohne daB Enzym- 
 yerluste auftraten. 


Reinigung durch Alkoholfallung. Durch fraktionierte Fallung 


der dialysierten Lésungen mit absolutem Alkohol wurden mehr oder minder 
' aktive Niederschlige erhalten, die nach dem Trocknen im Hochvakuum beim 
_ Digerieren mit Wasser Lésungen mit Zeitwerten zwischen 0,8 und 2,4 lieferten. 


Sie lieBen sich nicht mehr durch Dialyse verbessern. 
Reinigung durch Tanninfallung. Mit der von Weidenhagen?) 


empfohlenen Tanninfallung wurde bei Verarbeitung hiesiger Hefen auch nach 
Abanderung der Bedingungen nicht die erstrebte Reinheit erzielt. Die er- 


reichten Zeitwerte betrugen 1,4—2,6. 
Reinigung durch Bleiacetatfallung. Der Abbau und die Freilegung 


_ der Saccharase und ihrer Begleitstoffe erfolgt bei den hiesigen Hefen offenbar 
_ in anderer Reihenfolge als bei den Miinchner Hefen. Die Unterschiede zeigen 
sich auch bei der Fallung der erhaltenen Autolysate mit Bleiacetatlésung?). 
' Schon aus den frischen Autolysaten fallt die Saccharase zum grofen Teil 
_ mit dem EiweiBniederschlag zusammen aus (und zwar bis zu 55°/,). Aus 
' 6 Wochen alten Autolysaten wird sie vollstandig gefallt. Beweisend fiir die 
_ Anteilnahme der Abbauprodukte an der Ausfaillung des Enzyms ist die Tat- 
' sache, daB nach Zentrifugieren und Dialysieren der gealterten Autolysate 
_ (Verringerung des Trockengewichts um durchschnittlich 30°/,) nur noch ein 
_ geringer Teil des Enzyms mit dem Bleiniederschlag gefallt wurde. Die Blei- 
 fallung mit */, der zur Fallung nétigen Bleiacetatmenge erwies sich als am 
| ginstigsten, wenn man bei 50facher Verdiinnung der Autolysate fallt. Die 
| Ausbeute bei der Elution mit 1/,°/,iger Diammoniumphosphatlésung betrug 

etwa 50°/, und die erzielte Reinigung 85°/,. Ausgesprochen tryptophanarme 


Priparate konnten auch nach wiederholter Bleiacetatfaillung nicht erhalten 
werden), 
Reinigung durch Adsorptionsverfahren. — a) Kaolin- 


q adsorption. Auch die von Willstatter empfohlene Kaolinadsorption 
| zeigte bei dem Versuch, sie auf hiesige Autolysate anzuwenden, den schon 
_ verschiedentlich hervorgehobenen EinfluB der Begleitstoffe. Offensichtlich 
_ fehit den hiesigen Hefen entweder ein fiir die Kaolinadsorption nétiges Co- 


a 





') Vgl. K. Josephson, Diese Z. 186, 224 (1924); v. Euler und Joseph- 


| son, evenda 145, 135 (1925). 

*) Z. d. Ver. d. Deutsch. Zuckerind. 81, 504 (1931); vgl. dazu Langen- 
| beck, Jittemann, Schafer u. H. Wrede, Diese Z. 221, 6 (1933). 

: 3) Willstatter, Graser u. Kuhn, Diese Z. 123, 6 (1922); H. v. Euler 
: Kullberg, Diese Z. 78, 355 (1911); Hudson, J. Amer. chem. Soc. 36, 
| 566 (1914), 

*) Vgl. dagegen Willstatter u. Schneider, Diese Z. 142, 257 (1925). 
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Adsorbens') — eine Adsorption trat nur in seltenen Fallen ein — oder ¢; 
mangelte ihnen an dem notwendigen Co-Eluens!) — das adsorbierte Enzyy 
war nicht wieder eluierbar. Auch aus reineren Lésungen war die Saccharage 
mit Kaolin nicht adsorbierbar. Versuche, unter abgeainderten Bedingungen 
— anderes pq, andere Verdiinnung — zeigten nicht den gewiinschten Erfolg, 
Das zu den Adsorptionsversuchen verwendete Kaolin war einer Salzsiur. 
behandlung unterzogen?”). 

b) Tonerdeadsorption. Die Tonerdeadsorption iibernimmt jy) 
unseren Autolysaten die Rolle, die die Kaolinadsorption im Arbeitsgang be 
Willstatter und seinen Mitarbeitern einnimmt. Es gelingt, bei einem 
px von 4,7 direkt aus den ungereinigten Autolysaten oder aus ent. 
eiweiBten und dialysierten Autolysaten die Saccharase mit dem 
Tonerdepraparat C,°) zu adsorbieren. Als am besten erwies sicli eine 
fraktionierte Adsorption an Tonerde C, unter Verwerfung der ersten Vor. 
fraktion. Durch mehrmalige Wiederholung der Adsorption aus den gewonnenen 
Eluaten*) wurden die Lésungen weitestgehend gereinigt. Manchmal war es 
vor Fortsetzung der Tonerdeadsorption nétig, die zum Eluieren verwendeten 
Phosphate durch eingeschaltete Dialyse zu entfernen, wobei Enzymverluste 
auftraten, wenn es sich um bereits sehr weit gereinigte Lésungen handelte. 
Nach zweimaliger, oft schon nach einmaliger Wiederholung der Adsorption 
waren die Lésungen sehr rein. 

Das reinste der erhaltenen Priparate (Nr. 3, nachfolgend beschrieben), 
durch einmalige Adsorption an Tonerde C, und nachfolgende Vorelution und 
Elution gewonnen, hatte einen Zeitwert von 0,068 (SW. 14,7). Dieser Rein- 
heitsgrad ist somit der héchste bisher iiberhaupt erreichte®). 2 andere Praparate 
(Nr. 4a, 2malige Adsorption und Nr. 11, 4malige Adsorption an C,) hatten 
Zeitwerte von 0,088. 

Praparat Nr. 3: Bill-Hefe, angereichert auf ZW. 40. 570 g Hefe, mit 
Toluol ohne Abtrennung einer Vorfraktion autolysiert, ergaben 1500 ccm 
enteiweiBtes Autolysat von braunlicher Farbe; MW. ('/,,):44; TG.: 0,3692 g 
5 ccm; ZW. 32, entsprechend 4,6 SE./100 ccm. Aus 440 ccm des 4 Monate 
alten Autolysats wurden nach dem Ansiuern auf py = 4,0 und Abfiltrieren 
des entstandenen Niederschlags mit 3 g C, 61°/, der Saccharase adsorbiert. 
Nach dem Waschen des Aluminiumhydroxyds mit Wasser Vorelution mit 
50 ccm 0,1°/,iger Ammoniaklésung, sodann Elution mit 50 ccm 0,5°/piger 
Diammoniumphosphatlésung. 


Eluat 2: MW. (1/5): 9,6; TG.: 0,0035 g/5 com; ZW.: 0,068; SW.: 14,7. 
Das Praparat ist verhaltnismaBig instabil: nach 6 Tagen hat es nur noch 10") 
seiner Wirksamkeit [MW. (1°/;)): 10,4]. Gegen langerdauernde Schnelldialyse 


1) Willstatter u. Racke, Liebigs Ann. 425, 1 (1921). 

2) W. Grassmann, Neue Methoden und Ergebnisse der Enzymforschung 
1928, 81. 

8) Ebenda Seite 75. Das Tonerdepraparat C, wird in den folgenden 
Beschreibungen kurz mit ,,Cy‘‘ bezeichnet. 

4) Eluiert wurde mit einer 0,5°/,igen Diammonphosphatlésung, die i 
einigen Fallen noch 0,05°/, Ammoniak enthielt. 

5) Das reinste Praparat von Willstatter, Schneider u. Wenzel 
[Diese Z. 151, 27 (1926)] hatte einen Zeitwert von 0,084 und einen Saccharase- 
wert von 11,9. 
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ist es sehr empfindlich: nach 3'/, Stunden hat es 20°/, und nach weiteren 
6 Stunden 90°/, seiner Wirksamkeit verloren. 


Zusammenfassend ist fiir die Anwendung der besprochenen 
Reinigungsmethoden zu betonen, da die verwendeten Hefen je 
nach ihrer Kigenart verschiedenartig behandelt werden muBten. 
Den besten Erfolg brachte die Reinigung der Saccharasepriparate 
mit Tonerde der Sorte C,. Ohne Vorreinigung kénnen direkt 
aus frischen Neutralautolysaten sehr reine Saccharase- 
Loésungen erhalten werden. 


Tryptophangehalt der erhaltenen Losungen. Die Saccharase- 
lisungen wurden auf ihren Tryptophangehalt gepriift, und zwar zuniachst, 
wie es H. v. Euler und R. Willstatter und ihre Mitarbeiter getan, durch 
colorimetrischen Vergleich der Lésungen mit Tryptophanlésungen be- 
kannten Gehalts nach der Vorschrift von O. v. Fiirth und F. Lieben. Nach 
diesem Verfahren zeigten schon einige durch Schnellautolyse der angereicherten 
Hefen gewonnenen Saccharaselésungen gar keinen oder nur geringen Trypto- 
phangehalt. — Nach der Angabe von O. v. Fiirth und F. Lieben lassen 
sich 4 mg Tryptophan in 100 ccm gerade noch quantitativ nachweisen. Die 
absorptionsspektrographische Messung erfaBt wesentlich kleinere 
Mengen quantitativ; die Empfindlichkeit dieser Methode liegt bei Verwendung 
von 5-mm-Kiivetten fiir die Absorptionsmessungen bei einer Erfassungsgrenze 
von mindestens 0,04 mg in 100 ccm und bei Verwendung von 25-mm-Kiivetten 
bei einer Erfassungsgrenze von unter 0,01 mg in 100 ccm. 


Die Methodik der Messung der Lichtabsorption. Die Licht- 
absorption wurde nach der fiir unsere Verhiltnisse zweckmabig 
abgeiinderten photoelektrischen Methode von Pohl') gemessen. 
Die benutzte MeBanordnung ist in der Fig. 1 dargestellt. 
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Fig. 1. 


Pohl mibt die auf die MeBkiivette A treffende Lichtmenge 
vor der zweiten Zerlegung des Lichtstrahls durch den Photostrom, 
den eine Vergleichsphotozelle (Z,) mit Hilfe des an der Vorder- 
fliche des Prismas P, teilweise reflektierten Lichts erzeugt. Er 


') Nachr. Ges. Wiss. Géttingen 1926, 185; Naturw. 15, 433 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXXVIII. 9 
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‘eliminiert auf diese Weise Intensitatsschwankungen der Licht- 
quelle. Im hiesigen Stromnetz erwiesen sich die Spannungs- 


schwankungen und die dadurch bedingten Schwankungen in der 


'JIntensitét der Lichtquelle (Quecksilberlampe LZ) als so groB, dab 
| offenbar ein mehr oder minder groBer und qualitativ verschiedener 
_ Anteil des unerwiinschten Streulichtes am Prisma P, mit reflektiert 
! wurde und so nicht reproduzierbare Messungen verursachte. Wir 


haben daher die Pohlsche Anordnung in der Weise abgeandert, 
da8 das Vergleichslicht erst nach der zweiten Zerlegung aus dem 
nunmehr streng monochromatischen Strahlengang herausreflektiert 
wird. Unmittelbar vor den MeBkiivetten K ist ein Satz Pl 


von drei diinnen Quarzplattchen angebracht, welcher das Licht 
wittlerer Wellenlange zu ungefahr 50°/,") in die Vergleichsphoto- 


velle Z, reflektiert. Dadurch wird erreicht, daB die Strahlenginge 
zu den Photozellen nahezu symmetrisch sind, so da8 nunmehr 


alle Stérungen gleichmaBig auf beide Photozellen wirken. 


Ks hat sich als vorteilhaft erwiesen, daB das von der letzten Linse erzeugte 


| Bild des zweiten Spaltes S, etwa in der Mitte zwischen der Riickwand der 
' Photozelle Z, und der Mitte der Kiivetten liegt. — Die Justierung der Photo- 
zellen erfolgt am einfachsten in der Weise, dafB man eine sichtbare Linie 
| (etwa 546 mu) einstellt und nun in der Richtung des reflektierten Strahlenganges 


durch den Plattensatz Pl in die Photozelle Z, sieht. Man erblickt gewéhnlich 
3 Spaltbilder und die Riickwande der Zellen. Durch Verstellen der Zellen 


/ und durch abwechselndes Abdecken der Spaltbilder erreicht man es leicht, 
; daB alle Abbilder sich decken. Nach solcher Justierung zeigten die Messungen 
eine sehr gute Konstanz; selbst bei der Messung mit Funkenstrecken als Licht- 


quelle fiir die Linien bis 186 mu zeigten sich keine Streuungen der Elektro- 


| meterablesungen, die gréBer waren als +- 0,1 Skalenteile im Einfadenelektro- 
_meter. Meistens stimmten 3 bis 5 aufeinanderfolgende MeBpunkte véollig 


iiberein. 
Die Hilfsspannungen an den Elektrometern sind so gewahlt, daB die 


_ uiblicherweise gemessenen Werte in den geradlinigen Teil der Elektrometer- 
 charakteristik fallen. Diese Geradlinigkeit wurde vor jeder Messung gepriift. 


1 J 
Die Berechnung der «-Werte erfolgt nach der Formel: * = , log + 


(d= Schichtdicke in mm). Die Fehlergrenze in den x-Werten ist maximal 
~- 0,002. Fiir die Berechnung der x-Werte ist die geringe Eigenabsorption 
| der Kiivetten durch gesonderte Messungen bestimmt und beriicksichtigt. Die 


Bestimmung der Schichtdicke der Kiivetten geschah mit Hilfe der Methode 


Zur Bestimmung von Plattendicken nach B. Walter?). 





') Vgl. Kohlrausch, Lehrbuch der prakt. Physik, 402 (1927). 

*) B. Walter, Fortschritte auf d. Gebiete der Réntgenstrahlen 38, 
971 (1928). Wir sind Herrn Prof. Walter, Hamburg, fiir die Bereitstellung 
eines von ihm konstruierten MeBmikroskops zu Dank verpflichtet. 
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Besprechung der Absorptionskurven. Die Kurve K, Fig. 7 zeigt : 


das Absorptionsspektrum einer reinen Tryptophanldsung, die 
4 mg Tryptophan in 100 ccm Wasser enthalt. Diese Konzentratioy 
stellt nach der colorimetrischen Methode von Firth und Liebey 
die untere Grenze fir die quantitative ErfaBbarkeit des Trypto. 
phans dar. Die Kurve lat deutlich die Méglichkeit erkennen, 
noch so kleine Mengen Tryptophan, bei denen auch der nur quali. 
tative Nachweis mittels der colorimetrischen Methode (Grenze; 
1 mg in 100 ccm) versagt, quantitativ exakt zu erfassen. Wir 
nehmen als Grundlage fiir die Auswertung der Absorptionskurven 
an, daB8 die Absorption des Tryptophanpeptides durch die gleich. 
zeitige Anwesenheit von Begleitstoffen nicht beeinfluBt wird. Hefe. 
gummi, der hauptsachliche und hartnackige Begleiter der Saccha- 
rase, absorbiert nach Gorbach und Lerch?) im Hauptbereich 
der Tryptophanabsorption praktisch nicht. 

Tyrosin, in den rohen Autolysaten ein haufiger Bestandteil, 
ist in den gemessenen Saccharasepriparaten in so geringer Menge 
vorhanden, da die Millonreaktion mit ihnen meistens negatiy, 
sehr selten schwach positiv ausfaillt. Da auBerdem die molare 
Absorption des Tyrosins noch nicht den 4. Teil der Tryptophan- 
absorption ausmacht, kénnen wir schlieBen, da die gemessene 
Absorption in erster Naherung nur dem Tryptophan zukomnt. 

Wir stellten fest, daB das reine Tryptophan in seinem Ab- 
sorptionsverhalten dem Beerschen Gesetz folgt. — Die Kurven 
C,, C, und C, der Fig.5, gewonnen mit dem Praparat 4a (ZW. 0,088) 
zeigen aber, daB das Beersche Gesetz fiir das Tryptophan peptid 
eine andere Form annimmt: nicht die absolute Héhe der Maxima 
bzw. der einzelnen Kurvenpunkte, sondern die Differenz A, zwischen 
der Hohe des Maximums ~,,,, und der Héhe des Minimums %,,j,, 
ist proportional der Menge an gebundenem Tryptophan?). Daraus 
ist zunaichst zu schlieBen, da8 der Tryptophankurve eine Grund: 
kurve unterlagert ist, deren Hohe nicht proportional der Konzen- 
tration des Tryptophanpeptides ist, die also nicht dem Beerschen 
Gesetz gehorcht. 

Diese Anomalie in der Lichtabsorption der verdimnteren 
Lésungen hat wahrscheinlich eine physikalische Ursache: Das 
Tryptophanpeptid streut das eingestrahlte Licht in der geringen 
Konzentration offenbar besonders stark. In gleicher Weise zeigen 





1) Biochem. Z. 219, 122 (1930). 
*) Fir Lésungen unreinen Tryptophans gilt dieselbe GesetzmaBigkeit. 
F.C. Smith, Proc. Roy. Soc, London B 104, 198. 
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die ,, Trubungsstaérken“ vieler Kolloide ein Maximum bei bestimmten 
Konzentrationen). Auch kann die Giiltigkeit des Beerschen 
Gesetzes bei Kolloiden nur dann vorausgesetzt werden, wenn das 
disperse System konzentrationsunabhangig ist, eine -—Annahme, 
die nur in besonderen Fallen zutrifft?). Sowohl die Triibungs- 
stirke (Tyndallicht) als auch die Lichtabsorption sind von den 
TeilchengréBen abhangig, bei beiden tritt bei bestimmten Konzen- 
trationen ein Maximum auf’). Auch die Gestalt der Teilchen 
spielt eine Rolle. 

Die Absorption einer reinen Tryptophanlésung andert sich 
mit der Zeit; die Tryptophanbande bei 275 my ,,bleicht aus“, sie 
wird niedriger. (Fiir vergleichende Messungen wurden daher nur 


frisch bereitete Tryptophanlésungen herangezogen.) — Das Trypto- 


phan, das in der Saccharase in gebundener Form als Tryptophan- 
peptid vorliegt, verhalt sich anders: eine Ausbleichung der Trypto- 
phanbande tritt nicht ein, wohl aber in vielen Fallen mit dem Altern 


_ der Lésungen eine (angeniherte) Parallelverschiebung der Kurven 
_ zu hdheren x-Werten hin. Diese scheinbare Erhéhung der Licht- 
' absorption mit dem Altern zeigen die Kurven des Praparates 1 
| (ZW. 1,7; Fig. 8, A,, A, Az), des Priparates 9 (ZW. 0,85; Fig. 38, 


H;, H,), des Praiparates 4a (ZW. 0,088; Fig. 5, C,) und des Prapa- 
rates 11 (ZW.0,088; Fig. 8). Die Differenz 4, zwischen Maximum 


und Minimum bleibt beim Altern dieselbe. Bei den reineren 
_ Fermentlésungen, z. B. bei dem den Kurven C, der Fig. 5 zugrunde 


legenden Praéparat 4a (ZW.0,088) und bei den Kurven des Prapa- 
rates 11, Fig. 8, ist die Parallelverschiebung beim Altern von einem 
bedeutenden Aktivitatsverlust des Fermentes begleitet. Der Typus 
der Spektren andert sich bei dieser Parallelverschiebung nicht. Die 
Lésungen werden nur weniger durchlassig, es hat also eine Anderung 
der kolloiden Beschaffenheit des Saccharasekomplexes in dem 
Sinne stattgefunden, daB ein hochmolekulares Tragermolekiil beim 


| Altern aggregiert*). Mit dieser Aggregation geht eine Anderung 


') Besonders instruktiv zeigte dies Ch. Dharé (Journ. Path. gen. 12, 
646 (1910); 18, 157 (1911)] an Gelatinelésungen. Vgl. Philblad, Z. physik. 
Chem. 92, 471 (1917). 

*) Z. B. bei hochdispersen Metallsolen. Vgl. Wo. Ostwald, Licht und 


_ Farbe bei Kolloiden. 


5) The Svedberg, Koll. Z. 4, 168 (1909); 5, 318 (1909); Z. physik. 


| Chem. 65, 624 (1909); 66, 752 (1909); 67, 105, 249 (1909); 74, 513 (19010)). 


*) Ahnliche Zunahmen der TeilchengréBen und der Triibungsstarken 


| von kolloiden Lésungen mit der Zeit sind bekannt. Vgl. J. Friedlander, 


Z. physik. Chem. 38, 385, 413 (1911); F. Herxheimer, Physikal. Z. 18, 1106 
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oder Maskierung der chemisch aktiven Gruppen Hand in Hand. — 
So unempfindlich die Saccharase gegen Anderungen ihrer kolloidey 
Begleitstoffe ist, so empfindlich sind reinere Praparate offenbar 
gegen Anderungen jener kolloiden Molekiile, denen die wirksam 
Gruppe verhaftet ist. Das bestatigt den Befund von Willstatter, 
Graser und Kuhn’), daB ,,die Ausléschung der aktiven Enzyn. 
gruppe und der Verlust der Kolloidnatur zusammenhingen un( 
sich gegenseitig bedingen“. 

Nicht alle Préparate zeigen beim Altern diese sichtbare Aggre. 
gation des kolloiden Tragers. Die Priparate Nr.1 (ZW.1,7; Fig.6,D), 
Nr. 2 (ZW. 0,22; Fig. 6, B) und auch das Praparat Nr.4a (ZW. 0,088) 
welches, unverdiinnt gemessen, eine Verschiebung der Absorptions- 
kurve mit zunehmendem Alter zeigte (Fig. 5, C,), zeigen in einer 
Verdiinnung von 1:5 keine Verschiebung mehr (Fig. 5, C,). Auch 
diese Préparate — und zwar am schnellsten die sehr reinen -- 
werden mit zunehmendem Alter inaktiviert, und die kolloiden 
Teilchen auch dieser Préparate aggregieren, denn nach langerer 
Zeit flocken sie aus, aber die Aggregation macht sich anfangs im 
Spektrum nicht bemerkbar. Nun durchlauft — wie schon ev 
wihnt — die Triibungsstirke und die Lichtabsorption kolloider 
Losungen bei bestimmten TeilchengréBen ein Maximum. Es ist 
daher méglich, da8 in jenen Priparaten gerade solche GréBen der 
Teilchen vorlagen, bei denen sich eine Veraénderung der Grobe 
verhaltnismaBig wenig im Spektrum bemerkbar macht. Diesen 
Fall zeigt besonders deutlich das Praparat 11 der Fig. 8: nachdem 
durch eine Aggregation die Absorptionskurve vom 1. auf den 2. Tag 
erhoht wird, wird sie vom 2. auf den 3. Tag nicht weiter erhdéht. 

Man kénnte beabsichtigen, aus den ,,Grundkurven“, die ja leicht als 
Differenzkurve aus den gemessenen Kurven und der bekannten Absorptions- 
kurve des Tryptophans erhaltlich sind, die TeilchengréBen etwa aus dem 
Raleighschen Gesetz zu berechnen. Dieses Gesetz gilt jedoch nur fiir Teilchen 
bis ungefahr 100 mu, die klein sind gegen die Wellenlange des Lichts. Fi 
groébere Teilchen gilt schlieBlich das Clausiussche Gesetz?). Die hier vor- 


liegenden TeilchengréBen liegen wahrscheinlich zwischen den Zustandigkeiten 
beider Gesetze, so daB eine Berechnung als nicht ratsam erscheint. 
(1912). — Dietzel u. Séldner (Pharmaz. Ztg. 1930, 955) finden eine gleiche 
zunehmende Parallelverschiebung der Absorptionskurven waBriger Lésungen 
von Chininhydrochlorid mit zunehmendem Alter der Lésungen. Sie glauben, 
da sich die Chininmolekiile dimerisieren. Eine in Wasser langsam statt: 
findende Polymerisation der Chinonmolekiile hat Ahrens (Dissert. Ham- 
burg 1923) nachgewiesen. 

1) Diese Z. 128, 59 (1922). 

*) W. Mecklenburg, Koll. Z. 16, 97 (1915). 
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Das Maximum der Absorption liegt nicht bei allen Praparaten 
bei 275 mu, dem Absorptionsmaximum des reinen Tryptophans; 
es ist haufig verschoben (Tab. 1). Diese Verschiebung?) ist ein 
Hinweis, daB das Tryptophan in verschiedenen Praparaten in ver- 
schiedenartigen Peptidkomplexen gebunden ist. Ob man aus den 
Kurven der unreinen Praparate 7 und 8 (Fig. 2), die ein Maximum 
bei 260 my zeigen, noch auf die Anwesenheit nur von Tryptophan 
schlieBen darf, bleibt zweifelhaft. 


Der Tryptophangehalt der Saccharase in Beziehung zur Aktivitat. 
Aus der Differenz 4, = % a,x —%min, der Absorptionskurve des 
reinen Tryptophans und den Absorptionskurven der Saccharase- 
lésungen ergeben sich nach entsprechender Umrechnung die Trypto- 
phangehalte der Saccharasepraéparate. Sie sind mit den die Prapa- 


rate kennzeichnenden Konstanten in der Tab. 2 zusammengestellt ?). 


Tabelle 2. 



































E F Tryptophangehalt 
is ) a~ 9 
a ZW.|SW.|2s MW. cs S| Kurve s §| 3 
Nr. R _ = Ax ae | a 0/ 
¢ S S| to | °° 
sii bape —_ a 
+2 0,088 | 11,4| 22,8] 0,5/50: 17,5|0,100| Fig. 5, C,|0,115 |6,4010,28 [6,40 
11 10,088} 11,4] 4,1] 0,3/50:166 [0,018] ,, 8 0,065 | 
5 10,20 | 50/181] 1/50: 11 [0,182] ,, 3,D,]0,114%) 6,340,385 (3,48 
2 10,22 | 461368] 1/50: 56 10,040] ,, 6,B | 0,027 Te '50 0,041 3.75 
6 {027 | 3.71104) 1/50: 19 [0,140] 3, 4,2 |0,104%)/5,77 0,55 |4,19 
4 10,28 | 3,6]11,6] 1/50: 17,6]0,162] ,, 6, C |0,090%)|5,00 0,43 |3,08 
9 Jo31 | 32] 71] 1/50: 28 10,110] ,, 6, H,| 0,080*)|4,45 0,63 4,00 
9 10,44 | 2,3] 5,0] 1/50: 40 [0,110] ,, 7, Hy] 0,025*)/1,39 0,28 |1,26 
5 10.51 | 20}180] 1/50: 11 [0,460] ., 3,D,|0,118 |6,55 0,36 |1,42 
10 0,60 | 1,7] 4,7] 1/50: 48 [0,140] ,, 4,J, | 0,021 |1,17/0,25 [0,83 
10 10,63 | 1,6] 3,0] 1/50: 67 |0,094] ,, 4,J, |0,015 /0,83/0,28 [0,88 
9 10,67 | 1,5] 72] 1/50: 28 [0,240] ,, 3, H,|0,040*)2,22'0,31 [0,92 
4b]0,81 | 1,2] 2,2] 1/25: 45 |0,090] ,, 7,0,]0,058 |3,22 1,46 |3,60 
1,13 | 0,9]15,5] 1/50: 12,8]0,880] ,, 6,D ]0,105%|5,84 0,38 0,66 
167 | 0,6] 15,5] 1/50: 12,8] 1,300] |, 3, 4,]0,055%|3,06 0,20 [0,24 
Tigudieaieanidl online F aie ies 0,004] | 7,K 10,072 |4,00| | 





kd Berechnet unter Beriicksichtigung der Verdiinnung. 


1) Wir ~~ uns bewuBt, da8 durch diese Verschiebung eine Ungenauigkeit 
in die Berechnung der Tryptophankonzentration eingeht, denn dieser Be- 
rechnung liegt die Absorptionsbande des reinen Tryptophans bei 275 mu 
zugrunde. 

*) Das Praiparat Nr. 11 ist nicht ausgewertet, denn wegen des Auf- 
tretens der Kinzelbanden wiirde die Auswertung nur mit Bezug auf die Trypto- 
phanbande zu Fehlschliissen fiihren. 

*) Siimtliche Trockengewichte sind nach der Dialyse bestimmt. 
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Zum Vergleich sind in der Tab. 3 einige Praparate Willstat ter; 
angefiihrt. 

Die Tabellen zeigen zunachst, da® unsere samtlichen Praparat, 
noch Tryptophan enthielten. Die Priparate Nr. 2,91) und 10 waren 
nach dem Ergebnis der colorimetrischen Analyse nach von Fiirth 
und Lieben bereits als tryptophanfrei anzusprechen; hier 
zeigt sich die Uberlegenheit der spektrometrischen Methode, dic 
solche geringen, chemisch nicht mehr nachweisbaren Mengen noch 
glatt und quantitativ erfaBt. 


Tabelle 3. 
Tryptophangehalt einiger Priiparate von Willstitter und Schneider’, 


























Tryptophan Tryptophan 
ZW. ~ ZW. een 
g/100 g | mg/SE. g/100 g mg / SE. 

0,21 8,8 | 0,92 0,37 3,7 | 0,69 
0,23 94 | 1,08 5,3 oe os 
0,41 5,8 1,18 1,1 0,9 0,50 
0,15 89 | 0,68 0,24 oe a 
0,28 92 | 41,29 0,23 _ as 
0,64 51 | 41,61 | 0,45 — — 














Wesentlich fiir die Kennzeichnung des Tryptophangehaltes 
ist die Angabe des Tryptophangehaltes pro Saccharase-Einheit 
(mg/SE.). Aus den ermittelten Werten ist ersichtlich, daB tat- 
sichlich tryptophanarme Priaparate vorlagen, daB aber keine Be- 
ziehung besteht zwischen Tryptophangehalt und Gehalt an wirk- 
samem Ferment. — Sollte das Tryptophan ein integrierender 
Bestandteil des Saccharasekomplexes sein, so kann man eine Pro- 
portionalitét zwischen Tryptophangehalt und Gehalt an wirksamer 
Substanz erst unterhalb eines Verhaltnisses von 0,041 mg Trypto- 
phan pro Saccharase-Einheit erwarten’). Das ist der Gehalt an 
Tryptophan des bisher tryptophanaérmsten Praparates Nr. 2 
(ZW. 0,22). 

Besonders instruktiv ist dazu eine Grenzrechnung: Eine SE. des reinsten 
bisher dargestellten Praparates vom SW. 14,7 wiegt 50/14,7 = 3,4 mg. Der 


niedrigste von uns festgestellte Tryptophangehalt pro SE. ist 0,041 mg. An- 
genommen, jenes reinste Praparat hatte diesen niedrigsten Tryptophangehalt, 





1) Und zwar das dialysierte H,-Praparat. 

*) Diese Z. 142, 302 (1925). 

3) Man vergleiche dazu die mit Vorbehalt gemachten Annahmen 
von v. Euler u. Josephson iiber die mégliche Proportionalitat zwischen 
Tryptophangehalt und Wirksamkeit [Diese Z. 146, 135 (1925)]. 
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so enthielte es immer noch 1,2°/, Tryptophan pro SE. Von dem tryptophan- 
reichen Praparat 4a vom SW. 11,4 wiegt eine SE. 4,42 mg; davon sind Trypto- 
phan 0,28 mg. Es enthalt also 6,34°/, Tryptophan pro SE. 


Das Absorptionsspektrum des Praparates 11. Die Absorptions- 
kurven des Praéparates 11 (ZW. 0,088, Fig. 8) sind gegeniiber den 
iibrigen Kurven mit einer verkleinerten Ordinate gezeichnet. 
Deutlich tritt trotz dieser Verkleinerung ein Absorptionsspektrum 
mit mehreren Einzelbanden hervor, die offenbar reell sind. Es 
ist besonders auffallig, da8 die Banden gerade durch die Ver- 
dinnung hervorzutreten scheinen. Den gleichen Effekt, die 
Andeutung einer Bande bei 260 my, zeigen auch die Kurven der 
Fig. 5 und 6. 


In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung von Interesse, daB das 
Priaparat 11 sich auch bei der Messung seiner Wirksamkeit abnorm verhilt: 
es zeigt in geringer Konzentration eine gré6Bere Wirksamkeit als in héherer 
Konzentration. Bei der Messung an aufeinanderfolgenden Tagen ergaben sich 
folgende Minutenwerte’): 

















| 1. Tag | 2. Tag | 3. Tag 
a (2/50): 51 (1,6/50) : 96 nur noch sehr geringe 
b (0,3/50) : 166 (1/50) : 128 Wirksamkeit 








Es besteht die Moéglichkeit, daB die gréBere Aktivitat der verdiinnten Lésung 
in Zusammenhang steht mit dem Hervortreten der Absorptionsbanden?), 

Kine Zuordnung der Banden zu einer Stoffklasse oder die 
Behauptung, daB sie fiir das Saccharasemolekiil charakteristisch 
selen, ist auf Grund des vorliegenden Materials noch nicht auf- 
zustellen. 


Zusammenfassung. 


1. Es konnten sehr reine Préparate der Saccharase aus Hefe- 
autolysaten durch direkte Adsorption mit Tonerde der Sorte C, 
gewonnen werden. Das reinste Praparat hatte einen héchsten 
bisher erreichten Saccharasewert von 14,7. 


') Die Reihe a stellt die MeBreihe der 1:5 verdiinnten Lésung dar 
(vgl. Tab. 6); die Angaben sind umgerechnet auf unverdiinnte Lésung, also 
mit Reihe b vergleichbar. 

*) Vielleicht auch mit der Lichtabsorption der verdiinnteren Ferment- 
lésungen. — Vgl. dazu die Feststellung von Rabinowitsch u. Kargin, 
da8 die Teilchen von W0,- und V,0;-Solen beim Verdiinnen dispergiert 
werden [Z. physik. Chem, A 152, 24 (1931)]. 
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2. Aus der Messung der Ultraviolettabsorption von Saccharase. § | 


praparaten ergab sich: 


a) Auch in Praparaten, die die colorimetrische Methode der 
Tryptophanbestimmung von v. Fiirth und Lieben als trypto. 
phanfrei erkennt, ist noch Tryptophan vorhanden. Seine spektro. 
skopisch noch genau erfaBbare Menge steht in keiner Beziehung 
zur Wirksamkeit der Praparate. | 


b) Das Tryptophanpeptid folgt in seinem Absorptionsverhalten 
dem Beerschen Gesetz in der Form, daB nicht die absolute Hohe 
der Absorption, sondern die Differenz zwischen der Hohe des 
Absorptionsmaximums und des Absorptionsminimums seiner Kon. 
zentration proportional ist. 

c) Parallel mit der Inaktivierung der Saccharasepraparate 
tritt eine Verschiebung der Lichtabsorptionskurven zu hoheren 
Absorptionskoeffizienten hin auf. 


Diese Verschiebung wird einer Aggregation des hochmole- 
kularen Tragermolekiils der Saccharase zugeschrieben, mit der eine 
Anderung oder Maskierung der aktiven Gruppe Hand in Hand geht. 


d) Ein sehr reines Saccharasepriparat vom SW. 11,4 zeigte 
ein Absorptionsspektrum mit mehreren Einzelbanden. 
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Beitrige zur Aktivierung pflanzlicher Proteinasen. 


Von 


Ernst Maschmann. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses in Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1934.) 


Vor kurzem wurde von E. Maschmann und E. Helmert berichtet’), 
daB die durch ,,Papain“ bewirkte Hydrolyse von Gelatine und Gelatine- 
pepton unter dem Einflu8 von Ascorbinsiiure (Vitamin C) stark gehemmt, 
von Ascorbinsiure und Eisensalz weitgehend geférdert wird, und daB die 
AktivititserhGhung (Beschleunigung der Spaltungsgeschwindigkeit) nicht, 
wie die durch SH-Aktivatoren bewirkte, praktisch momentan eintritt, sondern 
erst nach einer mit meBbarer Geschwindigkeit zwischen dem Enzymkom- 
plex und Ascorbinsiiure-Eisen verlaufenden Reaktion. Es wurde noch kurz 
darauf hingewiesen, daB ,,Papain“, wenn ihm gewisse Begleitstoffe z. B. 
durch wiBrigen Alkohol entzogen worden sind, nicht mehr durch diese 
Zusatzstoffe aktiviert, sondern deutlich gehemmt wird. 


Eine weitere Feststellung betraf den Einflu8 der Ascorbinsiure auf 
das System Papain—Pepton (Witte). Die Proteinase, die Pepton (Witte) 
kaum angreift, vermag dieses Substrat in Anwesenheit von Ascorbinsdure 
nach einer lingeren ,,[Inkubationszeit“ zu spalten. Auf den Verlauf der 
Peptonhydrolyse hatte die Vorbehandlung des Enzympriparates mit Ascor- 
binsiure aber keinen deutlichen EinfluB. Die Inkubationszeit war dagegen 
stark abgekiirzt oder sogar aufgehoben, wenn noch Eisensalz im Ansatz 
vorlag. 


A. Papain. 


I. Uber den EinfluB von Hisen (II) 
auf das System (Papain—Gelatine bzw. Gelatinepepton), 


Es wurde nun gefunden, daB die am System [Papain’)-As- 
corbinsiure—Hisen-Gelatine bzw. Gelatinepepton] erhobenen Be- 
funde auch fiir das System ohne Ascorbinsiure mit zweiwertigem 
Kisen gelten. Fiir die Férderung der Hydrolyse im ersten System 
ist demnach die Ascorbinsiiure ohne Bedeutung. 


1) Diese Z. 222, 214 (1933); 228, 127 (1934); 224, 56 (1934). 
*) D. h. Papayotinum Merck (1: 350) und Papainum puriss. Witte. 
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Diese Beobachtung iiberraschte um so mehr, als wir wp 
friiher durch Versuche von der Richtigkeit der von E. Wald. 
schmidt-Leitz, A. Scharikova und A. Schaffner’) erhobenen 
Befunde iiberzeugt hatten, wonach ,,Papain“ durch LHisensalze 
nicht aktiviert wird, und ,man bei der Aktivierung von Kathepsin‘ 
und Papain [durch Cystein®)] fiir zugesetztes Kisensalz keine 
Ausschlag findet“*). Diese Beobachtung ist, wie ich jetzt ge. 
funden habe, nur insoweit richtig, als die Papainproteinas 
durch Kisen(II)salz nicht aktiviert, sondern, wie die Resultate 
an ,gereinigten“ Papainpriparaten zeigen, deutlich gehemmt: wird 
Hisen(II)salz vermag aber in Verbindung mit mindestens einen. 
Enzymbegleitstoff (im folgenden mit X bezeichnet), der in den 
Handelspraiparaten in wechselnder Menge mit der Proteinase 
vergesellschaftet ist, Papain d. h. die Proteinase zu aktivieren, 
Enthilt nun ein Papainpriparat, wie z. B. das von uns damals 
benutzte Papain Merck (1:100), praktisch keinen Begleitstoff X, 
dann findet man auf Ferrosulfatzusatz keine erhéhte Gelatine- 
spaltung, und auch die durch maximale Mengen Cystein bewirkte 
Aktivititserhéhung wird durch zweiwertiges Eisen nicht mebr 
weiter gesteigert. Die Nachpriifung unserer dlteren Befunde an 
zwei noch vorhandenen Papainpriiparaten M. (1 : 100) bestiitigte 
erneut unsere friiheren Resultate, d.h. die Nichtaktivierbarkeit 
der Proteinase dieser Priiparate durch Eisen(II)salze gegeniiber 
Gelatine °), 


In anderen Papainpraparaten dagegen, z. B. im Papain M. 
(1: 350) und Papain puriss. Witte, geniigt die mit der Proteinase 
vergesellschaftete Begleitstofimenge, um in Verbindung mit Kisen 





8) Diese Z. 214, 75 (1933). 


*) Ich beobachtete aber auch an Kathepsinlésungen Wirkungssteige- 
rungen durch Eisen(II)salz bzw. Cystein und Eisen(II)salz. Es wird daraufhin 
zu priifen sein, ob die Verstirkung des Wirkungsvermégens der Ascorbi- 
siure durch Eisen gegeniiber Kathepsin [Maschmann u. Helmert, 
Diese Z. 222, 214 (1933), ferner H. v. Euler, P. Karreru. F. Zehender, 
Helvet. chim. Acta. 17, 157 (1934)] durch ein Zusammenwirken der Zusatz- 
stoffe oder durch eine gesonderte Reaktion des Eisens mit einem Begleit- 
stoff zustande kommt. 


5) Von mir hinzugefiigt. 

6) Aus viel Papain M. (100) kann auch Begleitstoff X extrahiert werden. 
Die Menge des Begleitstoffes ist aber in den von uns untersuchten Priparaten 
Papain M.(1:100) so gering, da8 auf Eisen (II)-Zusatz keine deutliche 
Wirkungssteigerung zu messen ist. 
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' einen starken KinfluB auf die Hydrolysegeschwindigkeit auszu- 


iiben. Bei diesen Praparaten wird auch die von Cystein bewirkte 


_ Aktivititserhéhung durch Eisen in der Ferroform noch merklich 


gesteigert: Im System Papain*)—Cystein—Kisen(II)—Gelatine ist die 


Hydrolysegeschwindigkeit anfinglich deutlich gréBer als im System 
ohne Eisen(II). Man wird wohl annehmen kénnen, daB an dieser 


gusitzlichen Aktivierung der Begleitstoff X beteiligt ist, zumal 
bei gereinigtem Papain, also Begleitstoff X freiem, diese durch 


Kisen hervorgerufene zusiitzliche Aktivierung nicht nachzuweisen 
_ ist. Die Aktivierbarkeit von Papainpriparaten durch Eisen(II)salz 
_ wird tibersehen, wenn die Dauer des Spaltungsversuches Papain?)— 


Kisen(I])—Gelatine zu kurz gewahlt wird. In diesen Ansiatzen 
kommt es niimlich erst verhiltnismiBig spit zur Aktivitits- 
erhdhung, da bevor diese einsetzt, erst eine linger dauernde 


| Reaktion zwischen dem Begleitstoff X und Eisen vorausgeht. 


Um z. B. eine Stunde nach dem Zusammenbringen der Kompo- 


' nenten eine maximale Wirkungssteigerung messen zu kénnen, 
 bedarf es einer ungefihr 2stiindigen Vorbehandlung des Enzym- 
| priparates mit Hisen(II)salz. Vielleicht haben E. Waldschmidt- 
- Leitz und seine Mitarbeiter*) den Effekt des Kisens auf Grund 


zu kurz gewihlter Versuchsdauer nicht beobachtet, vorausgesetzt, 
daB sie ein Papainpriiparat benutzten, das geniigend Begleitstofi X 
enthielt. 

Wie erwihnt, lassen sich Proteinase und Begleitstoff X 
trennen, z. B. durch Ausfillen des Enzyms aus wiBriger Lisung 
mit Alkohol (Endkonzentration 90°/,)"); dabei verbleibt der groBte 
Teil des Begleitstoffes X§) in der wiBrig-alkoholischen Mutter- 
lauge. KEnzympriparate, die sorgfiltig mit waBrigem Alkohol 


_ behandelt wurden, werden nicht mehr von Hisen(JI) gegeniiber 


Gelatine als Substrat aktiviert, sondern deutlich gehemmt. Die 
dem Ausgangspriiparat innewohnende Aktivitit wird durch den 
Entzug der in waiBrigem Alkohol léslichen Begleitstoffe (darunter 


’) Bei einer 70°/,igen Alkoholkonzentration bleibt noch verhiltnis- 
miBig viel Enzym gelést. Auch Kathepsin bleibt beim Ausfillen aus 


4 wiBriger Liésung bei einer 70°/,igen Alkoholkonzentration zum Teil in 
Lisung. Die schlechte Ausbeute an Kathepsin, die wir friiher [Diese Z. 


220, 202 (1933)] erhielten und auf eine geringe Bestindigkeit des Enzyms 


| uriickfidhrten, findet dadurch ihre Erklirung. 


8) Von dem vorerst nicht feststeht, ob er ein natiirlicher Begleiter des 


| Enzyms ist oder ein Kunstprodukt, das bei der wenig schonenden Ge- 


Winnung des Papains entsteht. 
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auch sulfhydrylhaltigen) nicht geschwicht, sondern erhoéht, und 
zwar sehr wahrscheinlich durch die Beseitigung von Hemmungs- 
stoffen®). Die von Alkohol befreite Mutterlange hemmt die 
Gelatinehydrolyse, trotz ihres Gehaltes an SH-Verbindungen, 
ziemlich stark. Fiir die Klirung des Aktivierungsvorganges im 
System [Papainproteinase—Begleitstoff X—Kisen(II)—Gelatine oder 
Gelatinepepton] ist aufschluBreich, daB es zum sofortigen Aus- 
lésen der maximalen Wirkungssteigerung, d.h. der Erhéhung der 
Spaltungsgeschwindigkeit, keiner Vorbehandlung des Enzym- 
priparates oder der Proteinase mit dem Begleitstoff X und 
Kisen(II)salz bedarf, sondern nur einer solchen des Begleit- 
stoffes mit dem zweiwertigen Metall. Dagegen ist, worauf 
hier schon hingewiesen werden soll, eine solche Vorbehandlung 
im System mit Pepton (Witte) als Substrat nicht notwendig. Da 
zum Aktivierungseffekt verhiltnismiBig viel zweiwertiges Eisen 
notwendig ist und da dreiwertiges Eisen auf manche Priparate 
einen deutlich hemmenden EKinfluS ausiibt, zweiwertiges also nicht 
zu ersetzen vermag, wenn nicht z. B. Ascorbinsaiure zugegen ist, 
so liegt es nahe, den Umformungsvorgang als einen Reduktions- 
vorgang zu deuten. Ein solcher zeitlich verlaufender Vorgang lift 
eine allmahliche Zunahme von dreiwertigem Eisen in der Reak- 
tionslésung erwarten: Man findet auch, daB das eingesetzte Kisen(II) 
unter den eingehaltenen Bedingungen mit fortschreitender Reak- 
tionsdauer in Kisen(II]) iibergeht. Die Umwandlung bleibt aber bei 
einem bestimmten Verhiltnis zwischen der Ferro- und Ferriform des 
Hisens stehen. Eine genaue Ermittlung dieses Verhiltnisses steht 
noch aus. AuBer dem reduktiv verinderten Begleitstoff X scheint 
auch noch Hisen (II) zum Aktivierungseffekt oder nur zur ,,Sicherung 
der Existenz“ des veriinderten Begleitstoffes notwendig zu sein, 
worauf beispielsweise auch folgender Versuch hindeutet: Behandelt 
man eine Lisung, in welcher Papainbegleitstoff X vorliegt, einige Zeit 
mit Schwefelwasserstoff, entfernt diesen wieder restlos im Vakuum 
unter Stickstoff aus der Lisung, dann hemmt auch noch diese 
Lésung die Proteolyse, aber sie bedarf keiner Vorbehandlung mit 
Hisen (II)-Salz mehr wie die Ausgangslisung, um in Verbindung 
mit Eisen sofort beim Zusammenbringen der Komponenten des 
Spaltungsansatzes umsatzsteigernd zu wirken. Ascorbinsiure 
vermag den Begleitstoff X nicht so wie Hisen(II) zu verindern, 
ebensowenig z. B. auch arsenige Siure, die an sich die Proteo- 





*) Vgl. dazu H. Kraut u. E. Bauer, Diese Z. 164, 10 (1927). 
’ 
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byse nicht hemmt’*). Daf Eisen (I[I)-Salze nicht durch Mangano- 


pder Kupfersalze ersetzt werden kénnen, geht schon aus friiheren 
Versuchen hervor, ebenso, da8 Kupfer einen stark hemmenden Ein- 
fu auf die Kisenaktivierung auszuiiben vermag "). Es wird zu priifen 
sein, ob noch andere Reduktionsmittel den Begleitstoff X in einen 
Aktivator* umwandeln kénnen, wobei besonders auf das Reduk- 
ionspotential der betreffenden Substanzen zu achten sein wird. 
s bedarf ferner des schliissigen Beweises, ob das unverbrauchte 
isen(II) noch eine nach der Auslésung des Aktivierungseffektes 
notwendige spezifische Komponente ist. Oder sollte es sich bei 
jem Vorgang nur um die Kinstellung eines bestimmten Oxydo- 
Reduktionspotentials — (Begleitstoff + 2Fet* 2—> Dihydro- 
begleitstofft + 2 Fe***) — handeln, bzw. sollte dem monovalenten 
Vertigkeitswechsel des Metalls eine besondere Bedeutung zukommen? 
ir die letztere Moglichkeit scheint nicht gerade die Beobachtung 
u sprechen, daB beispielsweise (As,O,-++ Fe** baw. Fe+**) oder 
Fet+4 HKet++) keinen merklichen EinfluB auf den Verlauf der 
elatinehydrolyse ausiiben. 


II. Uber den Papainbegleitstoff X. 


Uber die chemische Natur des Begleitstoffes X kann noch 
nichts ausgesagt werden. Da dem Papain M. (1:350) mit der 
Substanz X und anderen Substanzen auch seine in wibrigem 
Alkohol léslichen SH- und S—S-haltigen Begleiter entzogen werden, 
konnte méglicherweise der Mangel des gereinigten Papains an 
liesen schwefelhaltigen Begleitern die Nichtaktivierbarkeit des 
nzyms durch zweiwertiges Kisen verursachen. Es war auch még- 
ich, daB der Begleitstoff X zu den disulfidhaltigen Stoffen der 
Mutterlauge gehérte. Eine solche Annahme schien jedoch von 
jornherein wenig wahrscheinlich, da z. B. das nicht durch 
isen(II)salz aktivierbare Papain M. (1:100) kaum weniger Di- 
sulfide enthielt, als das aktivierbare Papain M. (1: 350) und 
Papain Witte, die gereinigten Papainpriaparate, die von Hisen(II)- 
salzen entschieden gehemmt werden, sogar merklich mehr Disulfide 
puthielten als die vorigen Praparate. Durch die Reinigung er- 
olgt nimlich eine Anreicherung von Disulfiden im Enzympriparat. 


) Vielleicht deuten die gefundenen Werte sogar auf einen geringen 
Ktivierenden Einflu8 hin. Vgl. dazu den Befund von Th. Bersin [Diese Z. 
22, 177 (1933)], wonach Arylarsinoxyde Papain aktivieren sollen. 

") E. Maschmann u. E. Helmert, Diese Z. 223, 127 (1933). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXXVIII. 10 
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Vielleicht kam es aber nicht so sehr auf die Quantitat als af 
die Qualitét der Disulfide an. Zur Klérung dieser Verhiltni§ | 
habe ich mich etwas eingehender mit dem Verlauf der Gelatiy, 4 
hydrolyse in Anwesenheit kleinster Mengen Cystein wf. 
Kisen(II), bzw. von S—S-Glutathion und Hisen(II) befaih — 

Kine bestimmte Menge eines gereinigten Papainpriipartg§ — 
(wie auch der anderen Papainpriiparate) wird von einer bestiny ‘4 
ten Menge Cystein gegeniiber einer bestimmten Gelatineson§ 
,ymaximal aktiviert“: Eisen vermag die Hydrolyse in solchg 
Spaltungsansiitzen (wenn sie frei sind‘ von Begleitstoff X) nid 
mehr weiter zu steigern. Vermindert man die Cysteinmenge, if - 
sinkt die Aktivitét anfanglich nur langsam, dann rascher; errei§ — 
die Cysteinmenge ungefahr den 10.—20. Teil der maximal aktivierag — 
den, dann sinkt die Wirksamkeit des Enzyms unter die von ihm ig — 
Kontrollansatz ohne Zusatzstoff entwickelte herab, um bei weiterg — 
Verringerung der Cysteinmenge wieder anzusteigen. Dana — 
hemmen kleinste Mengen Cystein die Gelatinehydrolys§ ” 
Dieser etwas merkwiirdige Befund konnte an zwei kautlichen wh 
zwei ,gereinigten“ Papainpriiparaten erhoben und gut reproduzieq 
werden. Nach einer z. B. 20stiindigen Reaktionsdauer ist | 
2 ccm solcher Ansitze nach Ammonsulfatsittigung mittels Nitig 
prussidnatrium kein Cystein mehr nachzuweisen, obwohl dari 
0,1—0,05 mg Cystein enthalten sein miiBten. Ob merkliche Menge” 
Cystein bei der Proteolyse verbraucht oder ob sie oxydativ z 
stért werden (obwohl unter N,, wenn auch nicht unter absolutag 
O,-Ausschlu8 gearbeitet wird), vermag ich noch nicht zu sagag” 
Es wurde nun gefunden, daf diese hemmend wirkenden Cystenf 
mengen in Verbindung mit zweiwertigem Eisen stark aktiviereuff 
wirken, und daB die zur maximalen Aktivierung notwendige Men 
Cystein in Anwesenheit von Ferrosalz weitgehend herabgesetif 
werden kann. Z. B. bewirken in einem bestimmten Spaltungsig” 
satz 5 mg Cystein ebenso wie 5 mg Cystein + 2,3 mg Hisenlq” 
maximale (100°/,ige) Aktivierung, 0,25 mg Cystein eine m 
50°/,ige Hemmung und 0,25 mg Cystein +2, 3 mg Kisen(II) eine they” 
90°/,ige Aktivierung. In folgender Figur sind einige Kurvenbilder aig 
gegeben, die den Verlauf der Gelatinehydrolyse in Anwesenhe 
verschiedener Cysteinmengen bzw. verschiedener Cysteinmengen w 
gleichbleibender Mengen Eisen veranschaulichen. Die Hemmunsg 
versuche mit kleinsten Mengen SH-Glutathion bediirfen noch ei 
gehender Priifung, dagegen steht fest, daB die zur maximal 
Aktivierung notwendige Menge dieser Sulfhydrylverbindung in AX 
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wesenheit bestimmter Mengen Kisen(II) ohne merklichen Aktivi- 
titsverlust um ungefahr 90°/, vermindert werden kann. 

Im System (Papain—Gelatine) iibt, wie ich gefunden habe, 
S—S-Glutathion einen zwar geringen, aber deutlich hemmen- 
den Hinflu8 auf die Hydrolyse!*) aus. In Anwesenheit von zwei- 
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—-——» mg Cystein im 10 ccm Spaltungsansalz 
wertigem Eisen wird die anfingliche Hydrolysehemmung erst nach 
mehrstiindiger ,,.Inkubationszeit* tiberwunden und man findet bei- 
spielsweise nach einer 24stiindigen Versuchsdauer die Hydrolyse 
gegeniiber der in einem Kontrollansatz ohne diese Zusatzstoffe 
merklich gesteigert. Diese durch ,S—S-Glutathion— Eisen (II)“ 
bewirkte Aktivierung unterscheidet sich von der durch Begleit- 
stoff X und Eisen(I])salz bedingten, nicht nur durch eine geringere 
Aktivititserhéhung, sondern vor allem darin, daB das Gemisch 
Begleitstoff X—Eisen schon nach ungefihr 2stiindigem Aufbewahren 
bei 40° maximal aktivierend wirkt, waihrend S—S-Glutathion— 
Kisen(I])salz unter den gleichen Bedingungen, selbst nach einer 
4stiindigen Reaktionsdauer, in den ersten Versuchsstunden noch 
keinen férdernden EKinfluB auf die Gelatinespaltung auszutiben ver- 
mag. Noch auffilliger zeigt sich das verschiedene Verhalten von 
Begleitstoff X + Eisen und von S—S-Glutathion + Eisen, auf das 
im folgenden noch naher eingegangen wird, wenn Pepton (Witte) als 
Substrat zugegen ist: Im ersten Falle wird namlich das Substrat 





12) Vgl. dagegen W. Grassmann, O. v. Schoenebeck u. H. Eibler, 
Diese Z. 149, 131 (1931), die fanden, daB S-S-Glutathion vollstindig un- 
Wirksam ist. 

10* 
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hydrolysiert, im zweiten dagegen erst nach einer langerdauernden 
, nkubationszeit“, wihrend der sich hauptsichlich eine Reaktion 
zwischen dem Substrat und dem zweiwertigen Eisen abspielen 
diirfte. 

Der Begleitstoff X kann nach diesen Beobachtungen nicht 
mit S—S-Glutathion identisch sein. Ob die Substanz eine Di- 
sulfidgruppe als wesentlichen Bestandteil enthialt, erscheint sehr 
fraglich, wenn auch die Versuche mit kleinsten Mengen Cystein 
und EKisen(II) und die mit dem reduktiv verinderten Papain- 
begleitstoff X und Eisen groBe Ahnlichkeit aufweisen. Bei weit- 
gehend gereinigten Begleitstoff X-Priparaten konnte nach KCN- 
Behandlung keine Sulfhydrylreaktion festgestellt werden. 

Um der Natur des Begleitstoffes X auf priparativem Weg 
niherzukommen, wurden bisher einige ReinigungsmaBnahmen 
durchgefiihrt, die im Versuchsteil niher beschrieben werden. 
Durch Aceton, dann mit Uranylacetat lassen sich */, des Begleit- 
stofigemisches ohne merklichen Wirkungsverlust abtrennen. Durch 
Lésen in kochendem absoluten Alkohol und fraktioniertes Aus- 
fillen mittels Ather gelingt eine weitere Reinigung. Die bisher 
bestgereinigten Begleitstoffpriparate gaben noch eine positive 
Millon-, Ninhydrin- und Molischreaktion. 

Ein &hnliches Stoffgemisch, das Begleitstoff X enthilt, kann 
man durch Auskochen des Papains M. (1:350) mit absolutem 
Alkohol, aber nicht mit Aceton erhalten. Es ist vielleicht be- 
merkenswert, daB die Papainpriparate nach 2 stiindigem Kochen 
mit Alkohol oder Aceton noch ziemlich wirksam sind; sie be- 
sitzen ungefahr die Wirksamkeit des Papains M. (1: 100). 


Ill. Einwirkung von ,,Flavin“-Konzentraten auf Papain”’). 


Da die Begleitstoff X enthaltenden Konzentrate, wenn sie 
moglichst vor Licht geschiitzt aufgearbeitet werden, gelbgriin ge- 
firbt sind, am Licht aber rosa werden, und dieser Farbton nach 
lingerer Belichtung wieder verblaBt, und da die Elution des 
Fullererdeadsorbates von Papainkochausziigen Fluorescenz zeigt 
(rétliche, z.T. auch bliuliche, aber keine griine), wurde gepriift, 
ob der Begleitstoff X vielleicht zu den Flavinen gehért. Fri. Dr. 
K.Helmert konnte aber weder mit Leber- noch mit Hefekonzen- 





18) Diskussionsbemerkung zum Vortrag von Th.Wagner-Jauregg in 
Frankfurt a. M. am 22. 3.34. Diese Diskussionsbemerkung wurde nicht 
dem abgedruckten Vortrag, Z. angew. Chem. 47, 318 (1934), beigefiigt. 
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traten, die nach P.Gyérgy, R.Kuhn und Th.Wagner-Jauregg"’) 
dargestellt waren, eine Aktivierung des Systems Papain—Gelatine 
oder Papain(gereinigt)—Kisen(H), bzw. Ascorbinsa’ure—Eisen—Ge- 
latine erreichen. Die MeBergebnisse deuten vielmehr auf eine ge- 
ringe Hemmung der Hydrolyse durch diese Konzentrate hin. Ob 
Flavine auf die Proteolyse einen hemmenden Einflu8 auszuiiben 
vermégen, kann natiirlich nur mit krystallisierten Priparaten fest- 
gestellt werden. Die Versuche sollen auch an Kathepsin mit 
krystallisiertem Lactoflavin wiederholt werden. 


IV. Das Verhalten von Hisen(I]), 
Ascorbinsiure oder Begleitstoff X—Eisen(II) 
im System Papain—Pepton (Witte). 

Durch 2wertiges Eisen erfahrt die Proteinase im System 
Papain—Pepton (Witte) eine ,,Erweiterung ihres Spezifititsbe- 
reiches“. Dies kann auf zwei verschiedene Arten geschehen: 
der eine Weg zur Wirkungssteigerung fiihrt iiber den Papain— 
Begleitstoff X, der andere tiber das Substrat. Fiir die 
Aktivierung der zweiten Art ist nur die Zusammensetzung des 
Substrates mafgebend und sie erfolgt immer dann, wenn kein 
Begleitstoff X im Spaltungsansatz vorliegt. Diese Art der Wir- 
kungssteigerung wird sehr wahrscheinlich nicht auf das Substrat 
Wittepepton allein beschrinkt sein. 

Die Proteinase der Papainpriparate vermag Pepton (Witte) 
kaum anzugreifen; dagegen wird das Substrat nach einer unge- 
fihr 2stiindigen Behandlung mit EKisen(II)salz unter den ein- 
gehaltenen Bedingungen vom Enzym hydrolysiert. Da Wittepepton 
verhaltnismaBig reichlich Disulfidgruppen enthalt, liegt es nahe, 
als Grund fiir seine Spaltbarkeit nach der Eisen(I1)-Behandlung, 
das Auftreten von Sulfhydrylgruppen bzw. eines Gleichgewichtes 
folgender Art: -S-S—+ 2Fet* ~——> 2-SH+2Fett* anzu- 
nehmen. Diese Annahme wird gestiitzt durch den Nachweis von 
SH-Gruppen in der Reaktionslésung mittels Nitroprussidnatrium 
in Gegenwart von Ammonsulfat. Die dabei zuerst auftretende 
rosa Farbung geht fast augenblicklich in eine violette, dann in 
eine blaugriine und schlieBlich in eine indigoblaue iiber. Die 
Farberscheinungen, insbesondere die beiden letzteren, treten nur 





4) Diese Z. 223, 27 (1934). Ich beobachtete beim Waschen des Ad- 
sorbates aus Hefekochauszug, daB an das Waschwasser verhiltnismiBig 
Viel Flavin abgegeben wurde; das Waschwasser war schén kanariengelb 
gefirbt und zeigte verhiltnismaBig kraftige gelbgriine Fluorescenz. 
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in Anwesenheit von Ammonsulfat auf. Die blaue Farbe bildet sich 
an der Grenzfliche zwischen Salz und Fliissigkeit, baw. tritt dort 
zuerst in Erscheinung. Nach einiger Zeit verandert sich die blaue 
Farbe der Lésung von oben her, also durch Sauerstoff; die Lisung 
wird allmihlich rosa und behilt nun diesen Farbton lingere Zeit 
bei. Diese bemerkenswerten Farberscheinungen zeigen das Auf. 
treten und wieder Verschwinden instabiler Eisenkomplexverbin- 
dungen verschiedenster Oxydationsstufen an. Alle eisenhaltigen 
Papainansitze werden nach Zusatz von Ammonsulfat, Nitroprussid- 
natrium und Ammoniak mehr oder minder rein blau, nur die zu- 
erst auftretenden Farberscheinungen sind, je nach dem vorliegen- 
den Substrat, verschieden. 

In diesem Zusammenhang sei noch auf folgende Beobachtung hin- 
gewiesen: Mit 80-, aber nicht mehr mit 90°/,igem Alkohol 14Bt sich dem Witte- 
pepton ein Stoffgemisch entziehen, das, mit Eisen(II)salz behandelt, Papain 
gegeniiber Gelatine deutlich aktiviert. Die Umwandlung des an sich 
entschieden hemmend wirkenden Stoffgemisches durch Eisen in ein akti- 
vierend wirkendes, beruht wohl auf den gleichen chemischen Veriinderungen, 
die das Pepton selbst bei der Eisenbehandlung erfihrt und die es dem 
Papain erst erméglichen, dieses Substrat zu spalten. 

Im Widerspruch mit obiger Annahme steht z. B., daB die Disulfid- 
gruppen mancher Papainbegleitstoffe und auch die in der Gelatine enthal- 
tenen, durch Eisen(II)salze nicht merklich veriindert werden, und daB die 
S-S-Gruppe im oxydierten Glutathion einer reduktiven Aufspaltung durch 
Eisen (II) gréBeren Widerstand entgegensetzt als die S-S-Gruppe im Witte- 
pepton. Ich bemerke, da8 dieser Beurteilung des verschiedenen Verhal- 
tens der Disulfidgruppe in den verschiedenen Substanzen gegeniiber zwei- 
wertigem Eisen das Auftreten oder Nichtauftreten einer Aktivititserhéhung 
in den verschiedenen Systemen zugrunde liegt. Ein so verschiedenartiges 
Verhalten der Disulfidgruppe mag befremdend anmuten. Aber die Erfah- 
rung der letzten Jahre lehrt, wie sehr die Reaktionsbereitschaft bzw. die 
Reaktionsfihigkeit einer Gruppe (oder eines Metalls) durch das Gesant- 
molekiil, in das die Gruppe (oder das Metall) eingebaut ist, beeinflubt 
werden kann. 

Zur ,,Erweiterung des Spezifititsbereichs“ des Papains durch 
Begleitstoff X—EKisen(II) gegeniiber Pepton (Witte) bedarf es be- 
merkenswerterweise keiner Vorbehandlung der Substanz X, bzw. 
der diese Substanz enthaltenden Priparate Papain M. (1: 350) 
und Papain puriss. Witte mit Ferrosulfat: Die Hydrolyse setzt 
beim Zusammengeben von Enzym, Begleitstoff X-Lésung, Ferro- 
sulfat und Wittepepton sofort mit maximaler Geschwindigkeit 
ein. Die Hydrolysegeschwindigkeit in diesem System ist gréber, 
die Aufspaltung des Peptons weitgehender als im System Papain- 
(begleitstoffrei)—Eisen(I]}-Pepton. Die Frage, warum im System 
Papainproteinase-Begleitstoff X—Hisen(I])-Pepton(Witte), im Gegen- 
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satz zu den Systemen mit Gelatine oder Gelatinepepton als Sub- 
‘strate, zur Auslésung der Wirkungssteigerung keine Vorbehandlung 
' der Zusatzstoffe notwendig ist, kann vorerst noch nicht befriedigend 
}eantwortet werden. Es scheint aber sicher, daB hierbei die che- 


mische Zusammensetzung (Verschiedenheit und verschiedene Grup- 
pierung der Aminosduren) und mdglicherweise auch die physika- 


‘lische Beschaffenheit der Substrate von Bedeutung sind, und daB 
es noch andere EiweiBstoffe gibt, die als Substrate im angefihrten 
System einen gleichen EinfluB auf das Verhalten der Zusatzstoffe aus- 

iben wie das Wittepepton. Es wird eine der Aufgaben sein, unter 
diesem Gesichtspunkt das Verhalten von EiweiBstoffen zu untersuchen. 


Ascorbinsiure vermag, wie wir schon friiher gefunden 


haben), die Hydrolyse des Peptons (Witte) durch Papain nach einer 
Jingerdauernden ,,Inkubationszeit* zu férdern. Wahrend die Be- 
handlung des begleitstoffreien wie begleitstoffhaltigen Papains 
‘mit Ascorbinsiure keinen EinfluB auf die Hydrolysegeschwindig- 
keit hat, d. h. die Inkubationszeit dadurch nicht abgekiirzt oder 
-aufgehoben wird, bewirkt die Behandlung des Substrates 
‘mit Ascorbinsaiure, daB beim Zugeben des Enzyms die Spal- 
‘tung sofort maximal einsetzt. Dieser Befund besagt einerseits, 
'daB die Rolle der Ascorbinsiure als Paralysator (z. B. gegeniiber 
Gelatine und Gelatinepepton) oder Aktivator weitgehend von dem 
‘Substrat bestimmt wird und andererseits, daB die Ascorbin- 
‘siure Pepton (Witte) chemisch verandert (und wahrschein- 
‘lich auch noch andere EiweiBstoffe veriindern kann). Anhalts- 
'punkte, wonach die Umformung des Peptons durch Ascorbin- 
siure der durch zweiwertige Kisenverbindungen bewirkten gleicht, 
‘sind nicht gegeben. Auch spricht nicht gerade fiir eine gleiche 
Substratverinderung durch die beiden Zusatzstoffe, daB das mit 
Kisen([I)salz behandelte Pepton in den ersten Versuchsstunden 
‘deutlich rascher gespalten wird als das mit Ascorbinsiure be- 
handelte. Dafiir kénnte sprechen, daB die Wirkungen der beiden 
“usatzstoffe sich nicht addieren und daB der Umsatz z. B. nach 
‘ener 24stiindigen Versuchsdauer in beiden Fallen ziemlich gleich 
groB ist. Anscheinend erlahmt die Hydrolyse im System (Papain— 
‘Kisen(I])—Pepton) friiher als im System mit Ascorbinsiure, oder 
‘lie Hydrolyse in diesem System erhilt nach einer gewissen 
‘Spaltungsdauer nochmals einen geringen Antrieb. 


Nach meinen Beobachtungen sind also folgende Wege zur 


Aktivierung der Hydrolyse des Wittepeptons — und wahrschein- 
Jich auch noch anderer EiweiBstoffe — méglich: 
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1. Im System Papain (begleitstoffrei)-Eisen(II) oder Ascorbinsiiure 
Pepton iiber das Substrat, d.h. nach einer durch die Zusatzstoffe hp. 
wirkten, méglicherweise verschiedenartigen chemischen Substratveriinderung, 


2. Im System Papain(begleitstoff haltig)—Eisen (II)-Pepton, sowohl iil, 
den Begleitstoff X als auch iiber das Substrat. 


3. Im System Papain(begleitstoff haltig)-Ascorbinsiure—Pepton, nur ithe & 
das Substrat, und zwar nach einer chemischen Verinderung des Substrate, 


V. Die Rolle der Blausiure im System Papain—Gelating 
bzw. Pepton (Witte). 

»iir die Protease aus dem Milchsaft von Carica Papaya hat Cyan. 
wasserstoff die Bedeutung einer Kinase, die, in zeitlichem Verlauf mit dey 
Enzym reagierend, seine Aktivitiit erhdht und zudem seinen Spezifitits. 
bereich erweitert. Das Papaincyanhydrin hydrolysiert Gelatine weitgehend, 
es spaltet Peptone“ 5), 

Mit E. Helmert zusammen wurde gefunden, da auch Ps. 
pain sofort maximal wirksam ist, und daB sein_,,Spezititiits. 
bereich* erweitert wird, wenn man an Stelle des Enzymprips- 
rates das Substrat mit Blausiiure vorbehandelt. Damit scheint 
bewiesen, daB die Aktivitatserhéhung bzw. die Spezifititserweite- 
rung nicht durch eine Reaktion zwischen Proteinase und der 
Blausiure, d. h. durch Bildung eines Enzymcyanhydrins, zustande 
kommt. Unsere Beobachtung stiitzt vielmehr und erweitert die 
von W. Grassmann?*) ausgesprochene Vermutung, ,,daB die 
Blausiureaktivierung (des Papains) nur auf indirektem Wege, 
namlich durch Einwirkung auf die (im Enzympriparat) anwesende 
Disulfidverbindung zustande kommt‘ 1"). 

Unter diesem Gesichtspunkt erscheint die Erklarung unseres 
Befundes verhiltnismaBig einfach: Die Disulfidgruppen des Witte- 
peptons (S-Gehalt ungefiihr 0,75°/,) und die in der Gelatine 
(S-Gehalt zwischen 0,35 und 0,5°/,) werden durch Blausiure 
Sulfhydrylgruppen aufgespalten, gleichermaBen wie die der Be- 
gleitstoffe des Enzyms (S-Gehalt verschiedener kiuflicher Pa- 
painpraparate zwischen 1,75—2,80°/,; gereinigter Praparate bis 
3,70 °/,). Die Umwandlung der Disulfid- in die Sulfhydrylgruppe 
durch Blauséure erfolgt rasch, was auch deutlich in unseren 


15) R. Willstatter, W.Grassmann u. O. Ambros, Diese Z. 16], 
286 (1926); R. Willstdtter u. W. Grassmann, Diese Z. 136, 184 (1924). 

16) Z, angew. Chem. 44, 105 (1931); ferner E. Maschmann wi 
E. Helmert, Diese Z. 219, 99 (1933). 

17) W. Grassmann, in Nord-Weidenhagen, Ergebnisse der Enzyu- 
forschung. Berlin 1932, Bd. I, S. 156. 
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MeBergebnissen zum Ausdruck kommt. Nach diesen tritt naim- 
lich schon wahrend der kurzen Zeitspanne, die zwischen dem 
Vermischen der Komponenten (Enzym, Blausiiure, Substrat) und 
der Kontrollanalyse verstreicht (ungefahr 2—3 Minuten), eine 
Aktivitiitserhéhung ein, die sichtbar wird in einer ungefiahr 
doppelt so groBen Spaltungsgeschwindigkeit als die im Kontroll- 
ansatz ohne Blausiure betrigt. 

Kine langer dauernde Vorbehandlung des Enzympriparates 
bzw. des Substrates mit Cyanwasserstoff hat nach unseren Ver- 
suchsergebnissen nur noch eine verhiltnismaifig geringe Aktivi- 
tiitszunahme zur Folge, die méglicherweise sogar durch eine 
Sekundirreaktion bedingt ist. 

Als besondere Stiitze der Willstatterschen Vorstellung gilt 
die Beobachtung, daB die Entfernung der Blausiiure aus der Re- 
aktionslésung (Papain—HCN) zum Verlust der Aktivitaét fiihrt. 
Ahnliches finden auch wir bei unseren Versuchen. Ich beob- 
achtete aber, dab, trotz schonender Entfernung des Cyanwasser- 
stoffs im Vakuum unter Stickstoff, mit dem Verschwinden der 
Blauséure aus der Reaktionslésung auch die urspriinglich krif- 
tige Sulfhydrylreaktion stark zuriickgeht. Vielleicht kommt die 
folgende Erklarungsméglichkeit den wirklichen Vorgingen sehr 
nahe: Blausiure bewirkt die Ejinstellung eines Gleichgewichtes 
zwischen JDisulfid und Sulfhydryl, das in Anwesenheit iiber- 
schiissiger Blausiure nach der Seite des Sulfhydryls verschoben 
ist, das aber nach der Entfernung der Blausiure sich wieder zu- 
gunsten des Disulfids verschiebt. Zum Verstindnis der for- 
dernden Wirkung geringer Mengen Sulfhydrylverbindungen in 
Anwesenheit von Blausiure kénnen die Beobachtungen mit 
kleinsten Mengen Cystein bzw. Begleitstoff X und zweiwertigem 
Kisen dienen. 


VI. Verhalten des Papains gegeniiber Gelatine 
in Gegenwart von Palladium-Kohle 
und Stickstoff bzw. Wasserstoff. 
Vor einiger Zeit haben wir den Verlauf der durch Kathepsin und 


Papain bewirkten Gelatinehydrolyse in Gegenwart von Palladium und 
Wasserstoff untersucht'). Danach berichtete K. Mothes*) kurz iiber 





8) Vgl. E.Maschmann u. E.Helmert, DieseZ, 220, 200(1933), Anm. 3. 

1%) Naturw. 21, 883 (1933). Die Proteinase in kéuflichen Papain- 
priparaten und in den daraus dargestellten gereinigten Priiparaten ist 
nach unseren Erfahrungen, gegen O, unempfindlich. Vgl. E.Maschmann 
u. E.Helmert, Diese Z. 219, 104 (1933). 
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iihnliche Versuche mit Papain. ,,Pflanzliche Papainpriparate kénnen ohne 
feststellbare Schidigung mehrere Male hintereinander in Gegenwart von 
Pd und O inaktiviert und durch H, aktiviert werden“ 1%. 

Da wir Palladium in Form von Pd-Kohle benutzten, wurde 
auch der Verlauf der Gelatinehydrolyse in Anwesenheit von 
Carbo animalis und medicinalis Merck, die Trigersubstanzen des 
Palladiums waren, gepriift. Die Kohlepriparate bewirkten im 
System (Papain—Gelatine) sowohl in einer Stickstoff-, als auch in 
einer Wasserstoffatmosphire eine ungefihr 50°/,ige Hemmung 
der Hydrolyse. Die Pd-Kohlepriparate riefen unter Stickstoff 
eine rund 90°/,ige Hemmung hervor. Diese Hemmung wurde 
beim Ersatz des Stickstoffes durch Wasserstoff zum gréBten Teil, 
aber nicht vollstandig, wieder aufgehoben. Die Gelatinehydrolyse 
im System (Papain—Pd—H—Gelatine) war immer geringer als im 
Kontrollversuch ohne Metall. Es kann demnach nicht von 
einer Aktivierung des Papains durch aktivierten Wasserstoff ge- 
sprochen werden, sondern lediglich von einer Aufhebung der 
von Pd hervorgerufenen Hemmung durch Wasserstoff. Von den 
Erklarungsméglichkeiten scheint mit am wahrscheinlichsten die, 
daB das mit seiner aktiven Gruppe an Palladium adsorbierte 
Enzym durch Wasserstoff eluiert wird, indem der an die 
Katalysatoroberfliche sich anlagernde Wasserstoff das an den 
gleichen Stellen haftende Enzym zum gréBten Teil verdringt. 
Eine Dehydrierung des Enzyms als Ursache der Hemmung und 
eine Hydrierung als Ursache der fast wieder hergestellten ur- 
spriinglichen Wirksamkeit anzunehmen, scheint mir weniger wahr- 
scheinlich zu sein. 

B. Bromelin 

Die Proteinase der Ananasfrucht, das Bromelin, steht nach R. Will- 
stitter, W.Grassmann und QO. Ambros*) dem Papain sehr nahe. 
sie kénnte ein besonderes Enzym sein, das dem Papain sehr ahnlich wire; 
aber die Erscheinungen (der Aktivierung durch HCN und H,§S) *) sind 
auch vollstindig so zu verstehen, daB die Ananasprotease und das Papain 
identisch sind und daB die beobachteten Unterschiede (Wirkung auf 
Peptone, wenn auch schwach; geringere Aktivitiitssteigerung durch Zusatz- 
stoffe) durch Vergesellschaftung mit einem natiirlichen Aktivator bedingt 
sind“ *°), 

Im PreBsaft reifer, kiuflicher Ananasfriichte wird das Bro- 
melin, wie ich gefunden habe, u. a. von SH- und S—S-haltigen 





20) Diese Z. 151, 286 (1926); ferner O. Ambros u. A. Harteneck, 
Diese Z. 181, 24 (1929); 184, 93 (1929). 
71) Von mir hinzugefiigt. 
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' Substanzen, von Ascorbinsiure und von mindestens einem 
| Flavin’) baw. Flavoprotein begleitet, also von Regulatoren der 
Oxydoreduktionspotentiale. Das aus dem Fruchtsaft gewonnene 
' Enzympraparat®*) ist, wenn es vor dem ‘Trocknen .mit viel 
' 70°/,igem Alkohol gewaschen wird, rein weiB und frei von 
' nachweisbaren Mengen obiger Stoffe, mit Ausnahme eines ge- 
ringen Gehaltes an S-S-haltigen Proteinen. Beim Behandeln 
des gefillten Priparates mit waBrigem Alkohol geht langere 
| Zeit gelber Farbstoff in Lésung. Ich vermute, daB das Lyochrom 
' mm gréBten Teil als Flavoprotein in der Ananasfrucht vorliegt, 
das im saueren Saft (p,, ungefahr 3,8) und bei der Ammonsulfat- 
| fillung nur teilweise zerlegt wird, wahrend der Rest des mit 
' dem Enzym und den Eiweifstoffen zusammen ausgefillten Flavo- 
proteins durch den waBrigen Alkohol gespalten wird. Ks kénnte 
' aber auch moglich sein, daB nur Flavin vorliegt, das teilweise 
_ yon den ausfallenden Eiwei8stoffen adsorbiert, durch den waBrigen 
| Alkohol wieder eluiert wird. 


Trotz des Verlustes dieser Substanzen und des Fehlens 


- nachweisbarer Mengen Sulfhydrylverbindungen, finde ich die Wirk- 
'samkeit der Proteinase im Trockenpriparat von der des 
| Enzyms im Fruchtsaft nicht wesentlich, sogar nicht 
'merklich, verschieden. Der nach Willstatter und seinen 
| Mitarbeitern mit dem Bromelin vergesellschaftete natiirliche Akti- 
_yator, von dessen Existenz ich mich nicht iiberzeugen konnte, 
kann demnach nicht mit den in wiaBrigem Alkohol ldslichen 
| SH-Substanzen (Cystein, SH-Glutathion usw.), mit Ascorbinsaiure 
oder einem Flavin bzw. Flavoprotein identisch sein. Auch diese 
' Beobachtung widerspricht der im Schrifttum immer wieder- 
_ kehrenden, aber nie schliissig bewiesenen Behauptung, daB nach 
| W.Grassmann das SH-Glutathion die Phytokinase des Papains 


' und Bromelins sei. 


Wie beim Kathepsin und Papain, ist auch die dem Bro- 


_nelin innewohnende ,,natiirliche‘ Wirksamkeit, wenn sie gegen- 
_ ber Gelatine als Substrat ermittelt wird, weitgehend von der 
_ benutzten Gelatinesorte abhingig. 


Die von Bromelin (Fruchtsaft und Trockenpraparat) bewirkte 


Gelatinehydrolyse wird von Ascorbinsiure stark gehemmt. Dieser 
| Befund entspricht dem am Papain erhobenen. Das Bromelin 





**) Identifiziert durch die griine Fluorescenz der Elution des Fullererde- 
Adsorbates. 
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wird aber auch von Kisen(II)salz oder Ascorbinsiure—Kige, 
deutlich gehemmt. Danach verhilt sich das Bromelin genau «fh 
wie das von gewissen Begleitstoffen befreite Papain. Setzt maf 
zum System (Bromelin—Gelatine) Papain-Begleitstoff X und Kisen(I 
nach dem diese Stoffe eine gewisse Zeit miteinander bei 40° ay. 
bewahrt wurden, dann erfolgt eine ahnliche Erhéhung der Spaltung, & 
geschwindigkeit wie auf Zusatz von Cystein. Bromelin verhilt sid 
demnach in Anwesenheit von Begleitstoff X und Eisen (II) gegen. 
iiber Gelatine (und Gelatinepepton) als Substrat genau so, wie dic fe 


Papainpraparate Merck (1:350), Witte und die Papainproteinase+ 
Begleitstoff X in Verbindung mit Hisen. 


Pepton (Witte) wird auch von Bromelin fast nicht angegriffen & 


Das Enzym vermag aber in Anwesenheit von Hisen(II), Ascorbin. 
siure oder etwas besser von Ascorbinsiure—Kisen, dieses Substrat 
zu spalten. Unter dem Einflu8 des Papainbegleitstoffes und Eisen(II 
wird das Pepton vom Bromelin sofort, also ohne vorherige Be. 
handlung des Stoffes X mit Hisen(II)salz, fast so weitgehend hydro. 
lysiert, wie nach Cysteinzusatz. 


Meine Beobachtungen an der Proteinase der Bromelia satir: 


und an der Proteinase der Carica papaya stiitzen die Annahme 4 


von Willstatter, Grassmann und Ambros, daf beide Enzyme 
identisch sind. 


C. Hefeproteinase. 


In diesem Zusammenhang seien noch einige Beobachtungen 


mitgeteilt, die E. Helmert und ich an der Hefeproteinase**) ge- 
macht haben. Es zeigte sich u. a. da® der Aktivierungszustand & 


des Enzyms im 10 tagigen Hefeautolysat*4) je nach der benutzten 
Gelatinesorte verschieden gefunden wird. Gegeniiber einer Gelatine 
der Deutschen Gelatinewerke Schweinfurt war die Proteinase 
vollaktiv“?5), gegeniiber der Golddruckgelatine von Schering-Kall- 
baum [unserer sogenannten schlechtesten Gelatine**)] bedurfte ¢ 
noch eines Zusatzes von Cystein, damit das Enzym maximal wirk- 
sam war. Die Aktivitiitszunahme betrug rund 30°/,. Der Sull- 





23) Z. B. W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 (1928) @ 
24) Dargestellt nach W. Grassmann in Oppenheimer, Pincusset, & 
Die Methodik der Fermente, Leipzig 1929, S. 1007. 
*5) Vgl. dazu W. Grassmann, O.y.Schoenebeck u. H. Eibler,® 
Diese Z. 194, 183 (1981). 
%6) Vgl. E. Maschmann u. E. Helmert, Diese Z. 223, 127 (1933). 
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hydrylgehalt des Autolysates war verhiltnismiBig groB; er geniigte 
wohl das Enzym gegeniiber Schweinfurter Gelatine maximal zu 
aktivieren, aber er war zu gering, um die von der Schering-Kahl- 
paumschen Gelatine ausgehenden hemmenden Einfliisse vollstiindig 
zu tiberwinden. Die Ausschaltung solcher vom Substrat bzw. von 
Beimengungen des Substrates ausgehenden hemmenden Kinfliisse 
ist eine der in vitro-Funktionen der SH-Aktivatoren. 


Bei der Darstellung des Trockenpriparates aus dem Autolysat 
verblieben in der wiaBrig acetonischen Mutterlauge reichliche 
Mengen von SH-Verbindungen, darunter wohl die Hauptmenge 
des SH-Glutathions. Trotzdem war die Proteinase im Trocken- 
priparat gegeniiber Schweinfurter Gelatine noch ,,vollaktiv’. Es 
geniigten demnach hierzu noch die vorhandenen SH-Verbindungen, 
die sehr wahrscheinlich zur Hauptsache sulfhydrylhaltige Eiweib- 
stoffe sind. Diese Beobachtung spricht nicht gerade dafiir, daB 
SH-Glutathion die Kinase (Phytokinase) der Hefeproteinase ist, wofiir 
sie W. Grassmann hialt?’). Man wird diesem Versuchsergebnis 
vielmehr nur entnehmen kénnen, daB SH-Glutathion, ebenso wie 
z B. auch die anwesenden SH-Proteine, einen férdernden Ein- 
fluB auf die Proteolyse und Peptolyse in vitro ausiiben. 


Die enzymatische Wirksamkeit des Hefeautolysates bei p, 5 
gegentiber Gelatine (Schweinfurt) als Substrat, wird durch Eisen (II), 
Ascorbinsaure oder Ascorbinsiure—EKisen nicht merklich beeinfluBt. 
Dieses Verhalten der Proteinase in Gegenwart der Zusatzstoffe 
scheint nur vorgetiiuscht zu sein. Denn wie die Versuchsergebnisse 
an der Proteinase des Trockenpriparates zeigen, iiben Kisen (II) und 
Ascorbinsiure bzw. beide Substanzen zusammen einen deutlich 
hemmenden Einflu8 auf die Proteinase bzw. auf die enzymatische 
Wirksamkeit des Priparates aus. Man wird demnach annehmen 
diirfen, daB der hemmende EinfluB der Zusatzstoffe auf die Pro- 
teinase bzw. auf die Gelatinehydrolyse durch die im Autolysat reich- 
lich vorhandenen SH-Verbindungen aufgehoben wird. In Hinsicht 
auf Beobachtungen am Papain hitte man vielleicht erwarten 
kénnen, da8 Eisen in Verbindung mit den noch immer im Trocken- 
priparat enthaltenen SH-haltigen Proteinen einen férdernden 
KinfluB auf die Hydrolyse ausiiben wiirde. 


Eine Beobachtung, die bisher noch nicht weiter verfolgt wurde, 
machten wir an einer Lésung des Trockenpriparates, die ungefihr 8 Wochen, 


—_—. 


*”) Z. B. in Nord-Weidenhagen, Ergebnisse der Enzymforschung, 
Leipzig 1982, Bd. I, S. 153. 
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Tabelle 
Zusammenstellung der beobachtete 
ne ———— 
System 4 
Enzym | Substrat Zusatzstoffe : E 
1 Papain M. (1: 350) Gelatine Eisent++ | § 
2 |(oder Papain puriss. Witte) | Gelatinepepton . | | 
3 . Pepton (Witte) ~ wey 
4 Papainproteinase”*) Gelatine . | i 
5 7" Gelatinepepton * | 
6 - Pepton (Witte) - | 
7 Ananasproteinase **) Gelatine " 
8 * Pepton (Witte) ‘ | 
9 Papainproteinase Gelatine Ascorbinsiure | 
10 m Gelatinepepton " | 
11 » Pepton (Witte) is 
12 Ananasproteinase Gelatine ‘ | 
13 - Pepton (Witte) " | 
14 Papainproteinase Gelatine S-S-Glutathion | ; 
15 - ” i. + Eisent+ , 
16 . " | - + Ascorbinsiur 
17 - . kleinste Mengen Cystein 
18 “ , - - » tise Vv 
19 m mn Begleitstoff X 
20 - Pepton (Witte) * 
21 - Gelatine o + Eisentt | 
22 a Gelatinepepton ” + , 
23 ~ Pepton (Witte) » + » . Vv 
24 2 Gelatine . + Ascorbinsiure 
25 ¥ m= 'Pepton (Witte)-Extrakt | 
26 ” ” | ” ” + Eisen™ 
27 Ananasproteinase ‘ | Begleitstoff X 
28 “ . + Eisen** 
29 | Pepton (Witte) | % + 5 V 
30 ” | | 





*) D. h. Papain, das aus kiiuflichem Papain M. (1: 350), wie im Ver- 
suchsteil beschrieben, gereinigt war. 


mit geringen Unterbrechungen, unter Toluol im Kiihlschrank bei +2° ge- 
standen und dabei merklich an proteolytischer Wirksamkeit verloren hatte: 
Die noch vorhandene Wirksamkeit gegeniiber Gelatine (Schweinfurt) wurde 
durch Cystein und Cystein-Eisen (II) deutlich gehemmt. 


Der Papain-Begleitstoff X bzw. der mit Eisen(II)-Salz vorbehan- 
delte Stoff X hat anscheinend keinen EHinfluB auf die Hefe- 
proteinase, so wie sie in einem 10 tigigen Hefeautolysat oder in 
dem daraus bereiteten Trockenpriparat vorliegt. 
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label q 


bachtetey 


Aktivierungs- und Hemmunggserscheinungen. 








Nach Vorbehandlung von 














Papain mit Eisent+ 


| 3 ’ ” ” 
Bi} Vorbehandlung nicht notwendig 
| 5 *¥) 


— 


Substrat mit Eisentt+ 


Substrat mit Eisent++ 


| 
| Substrat mit Ascorbinsiure 
| Substrat mit Ascorbinsiure 


Eine bis 4 stiindige Vorbehandlung 
| der Zusatzstoffe war ohne Erfolg 


++ 









starke Aktivierung 
Erweiterung des Spezifititsbereiches“ 





”? . 
deutliche Hemmung 
Erweiterung des Spezifititsbereiches“ 
deutliche Hemmung 
Erweiterung des Spezifititsbereiches“ 
starke Hemmung 
Erweiterung des Spezifititsbereiches“ 
starke Hemmung 
Erweiterung des Spezifititsbereiches“ 
Hemmung 


Aktivierung 


binsiure ~~ starke Hemmung 
in ; —~ deutliche Hemmung 
+ Eisen} =Vorbehandlung nicht notwendig starke Aktivierung 
— deutliche Hemmung 
id Begleitstoff X mit Eisent+ starke Aktivierung 
| i * . Erweiterung des Spezifititsbereiches“ 
ei  Vorbehandlung nicht notwendig . 1 i. 
binsdur — starke Hemmung 
— — deutliche Hemmung 
Eisen” Peptonextrakt mit Eisent+ Aktivierung 
r | - deutliche Hemmung 
ent 4 Begleitstoff X mit Eisen+t+ starke Aktivierung 
” Vorbehandlung nicht notwendig »rweiterung des Spezifititsbereiches“ 
wail **) Bromelin des Fruchtsaftes wie des Trockenpriparates. 
***) — bedeutet, daB jegliche Vorbehandlung erfolglos war. 
ge- 
te: : Schlu8bemerkung. 
de ‘ — : 
Ks ist wahrscheinlich, daB den in ‘lab. 1 zusammengestellten 
Aktivierungserscheinungen im Prinzip der gleiche Vorgang oder 
a _ Sehr ahnliche Vorginge zugrunde liegen. Vielleicht kénnen auch 
- | die Hemmungserscheinungen bei fortschreitender Kenntnis auf 
lt _ eine Ursache zuriickgefiihrt werden. Die durch kleinste Mengen 


Cystein oder SH-Glutathion, durch S—S-Glutathion, Papain-Be- 
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gleitstoff X oder durch das Stoffgemisch aus Pepton (Witte) in 
Verbindung bzw. erst nach Behandlung mit Kisen(II) bedingte 
»zusitzliche* Wirkungssteigerung kénnte auf die Kinstellung eines 
mehr oder minder ausreichenden Oxydo-Reduktionspotentials 
zuriickgefiihrt werden, da die Substanzen, zum Teil nach ihrer 
reduktiven Verinderung, in Verbindung mit 2wertigem Lisen 
sehr wohl dazu imstande sein diirften. Auch die ,,Erweiterung 
des Spezifititsbereichs* des Papains und Bromelins als Folge 
der Bildung eines Potentials durch die Behandlung des Pep- 
tons (Witte) mit KEisen([I)salz, stinde mit einer  solchen 
Auffassung in Ubereinstimmung. Wenn man aber annimmt, daB 
fiir das Zustandekommen der enzymatischen Wirksamkeit iiber- 
haupt ein bestimmtes Potential notwendig ist, wie erklirt sich dann 
die ,natiirliche‘ Wirksamkeit z. B. des gereinigten Papains oder 
Bromelins gegeniiber Gelatine, die sehr betriichtlich ist, ohne 
daB hier meines Wissens eine Méglichkeit fiir ein solches Potential 
gegeben ist, oder die Feststellung, daf die Befreiung des Bromelins 
von Regulatoren der Redoxpotentiale keine wesentliche Einbube 
der ,,natiirlichen“ Aktivitit zur Folge hat? Wenn man die Akti- 
vierungserscheinungen nur unter dem Gesichtspunkte einer Auf- 
hebung hemmender Kinfliisse, die von allen Komponenten aus- 
gehen kénnen, zu deuten versucht, dann liegen auch hier Beob- 
achtungen vor, die mit einer solch ausschlieBlichen Auffassung 
nicht oder nur gezwungen in Einklang zu bringen sind. Man 
kann demnach bis jetzt von keinem einheitlichen Leitprinzip 
sprechen, dem sich die beobachteten Aktivierungserscheinungen 
beim Papain und Bromelin und, wie mir scheint, auch beim 
Kathepsin*’), widerspruchslos unterordnen liefen. Es bleibe hier 
unentschieden bzw. einer mehr grundsitzlichen Diskussion vor- 
behalten, ob man etwa erst durch die experimentelle Kinbeziehung 
hochgereinigter Enzympriiparate zu einer Auffassung gelangen 
kénnte, welche die gesetzmiBige Ordnung der sowohl in vitro wie 
in vivo sich abspielenden Vorginge einheitlich aufzuzeigen vermag. 


Versuchsteil. 


Von den zahlreichen Versuchsreihen, die zur Klirung der 
beobachteten Aktivierungs- und Hemmungserscheinungen notwendig 





*) Wobei ich besonders auf unsere Beobachtung hinweisen méchte, 
da8 Kathepsin durch e-Sulfhydrylcarbonsiuren stark gehemmt wird. Diese 
Z. 222, 207 (1933). 
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waren, wird im folgenden jeweils eine davon mitgeteilt, und zwar 
in Tabellenform. Die an einem Enzympriparat erhobenen Be- 
funde wurden, um ihre allgemeinere Giiltigkeit zu erweisen, an 
yerschiedenen Knzympriparaten nachgepriift, im Falle des.Papains 
an 5 kauflichen und an 3 daraus bereiteten, sog. gereinigten 
Papainpraparaten, im Falle des Bromelins an 6 verschiedenen 
PreBsiften aus kiuflichen Ananasfriichten und an den aus diesen 
Fruchtsiften gewonnenen ‘T'rockenpriparaten. 


Jede Versuchsreihe wurde mindestens einmal mit frisch bereiteten 
Enzymlésungen durchgefihrt, aber es wurden auch gealterte Enzymlésungen 
benutzt, um zu priifen, ob und wieweit die Aktivierungs- und Hemmungs- 
erscheinungen durch die Alterungsvorgiinge in der Enzymldésung beeinfluBt 
werden. Ein EinfluB dieser Vorgiinge auf die beobachteten Erscheinungen 
hat sich aber nicht feststellen lassen. Es wurden Enzymlésungen benutzt, 
die mit kurzen Unterbrechungen bis zu ungefihr 3 Wochen im Kiihlschrank 
standen. Es zeigte sich dabei u. a. da besonders die Lésungen des 
Papains M. (1:350), aber nicht die der gereinigten Priparate, wenn sie 
einige Zeit am Licht standen, sich rosa bis roétlich farbten. Diese Farb- 
erscheinung ist durch einen Begleitstoff bedingt, der bei der Reinigung 
kiuflicher Enzympriparate in die Begleitstoff X-Lésung mit tibergeht. Beim 
Aufbewahbren der Lésungen nahm, wie dies schon H. Kraut und E. Bauer”) 
beschrieben haben, die enzymatische Wirksamkeit ab, und zwar die dem 
Priparat innewohnende ,,natiirliche Aktivitit‘ stiirker als die vom Priiparat 
nach z. B. Cysteinzusatz entwickelte. Die Frage, ob diese WirkungseinbuBe 
an ,natiirlicher Enzymaktivitit“ durch Inaktivierung eines natiirlichen Akti- 
vators oder durch Bildung von Hemmungsstoffen bei der Alterung zu er- 
kliren ist, kann nur gestellt, aber nicht beantwortet werden. Ich neige mehr 
zur letzteren Auffassung des Vorganges. 


Wo es notwendig erschien, wurden die Ergebnisse der proteo- 
lytischen Versuche auch an verschiedenen Gelatinesorten als Sub- 
strate nachgepriift, da 1. die an einer Gelatinesorte erhaltenen 
quantitativen Ergebnisse bei einer anderen Gelatinesorte nicht 
die gleichen zu sein brauchen und auch nur selten sind, und 2. 
auch nicht ohne weiteres vorausgesetzt werden darf und kann, 
da8 die Ergebnisse an einer anderen Gelatinesorte reproduziert 
werden kénnen. Die mitgeteilten Resultate sind, bei Kinhaltung 
der Versuchsbedingungen, leicht zu reproduzieren. 

Ks ist beabsichtigt, zu untersuchen, ob die hier beschriebenen 
Aktivierungs- und Hemmungserscheinungen, die an Gelatine ver- 
schiedener Herkunft, Gelatinepepton (Witte) und Wittepepton als 
Substrate erhoben wurden, auch bei Verwendung anderer Kiweib- 


**) Diese Z. 164, 10 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXVIII. ll 
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stoffe wie z. B. Casein, Globin, Edestin usw. zu beobachten sind, 
Denn ein Ergebnis dieser Arbeit ist niimlich die Feststellung, dag 
fiir manche Aktivierungs- und Hemmungserscheinungey 
nur das Substrat verantwortlich ist. 


A. Papain. 


Papainlésungen: Benutzt wurden Lisungen von 1. Papayotinum \, 
(1: 100) — zweier verschiedener Lieferungen —, 2. Papayotinum M. (1:350) — 
zweier verschiedener Lieferungen —, 3. Papainum puriss. Witte und 4. die 
gereinigten Papainpriparate A, B und C, deren Darstellung anschlieBend 
beschrieben wird. Im Laufe der Arbeit wurden diese mehrmals dargestellt. 
Die verschiedenen Darstellungen unterschieden sich in bezug auf Wirk. 
samkeit der Proteinase und Verhalten gegen die Zusatzstoffe nicht merklich 
voneinander. 


Priparat A. Es wurden beispielsweise 30 g Papain M. (1: 350) der 
1. Lieferung (vor ungefiihr 2 Jahren bezogen) mit 300 ccm Wasser eine 
halbe Stunde zwischen 30 und 40° digeriert, das Nichtgeléste wurde ab- 
geschleudert (5000 Umdrehungen) und die ziemlich klare, gelbbraune Lisung 
unter Umschwenken in 1700 cem absoluten Alkohol eingegossen. Sobald 
sich der Niederschlag abzusetzen begann, wurde zentrifugiert (5000 Um- 
drehungen). Die wiBrig-alkoholische Mutterlauge diente zur Gewinnung 
der Begleitstoff X-Lésung. Den Niederschlag schiittelte man '/, Stunde mit 
500 cem 70°/,igem Alkohol auf der Maschine, schleuderte ihn dann ab und 
behandelte ihn noch 2mal in gleicher Weise. Nach der Trocknung mit 
Alkohol-Ather betrug die Ausbeute an wei8em Pulver 16 g. 


10 mg gaben mehr oder minder stark Biuret-, Millon-, Tryptophan, 
Ninhydrin-, Molisch- und S-S-Reaktion. SH-Reaktion war negativ. 


Begleitstoff X-Lésung 85. Die wiBrig-alkoholische Mutterlauge 
wurde unter AusschluB von Tageslicht (was aber nicht notwendig ist, da 
der Stoff X nicht, wie zuerst angenommen wurde, lichtempfindlich ist) im 
Vakuum unter N, (was ebenfalls nicht erforderlich ist, da der Stoff X auch 
nicht O,-empfindlich ist) bei 40° sehr stark eingeengt. Das Konzentrat 
wurde mit Wasser aus dem Kolben herausgespiilt und ein geringer, un- 
wesentlicher Niederschlag abgeschleudert. Die klare, gelbgriine bis gelbrote 
Lésung wurde mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. 1cem enthielt 0,0733 g 
Substanz (getrocknet bei 105°). 0,1 ccm gaben positive Biuret-, Millon-, 
Tryptophan-, Ninhydrin- (schon bei saurer Reaktion), Molisch-, SH- und 
S-S-Reaktion. py der Lésung 3,8. 


Begleitstoff X-Lésung 29. Es wurden z. B. 50 cem der Lésung 89 
mit 500 cem Aceton versetzt, worauf ein Ol ausfiel, von dem nach 2stiindigem 
Stehen in Eiswasser abgegossen wurde. Das Ol erstarrte allmihlich. Es 
gibt alle oben angefiihrten Reaktionen und enthilt geringe Mengen des 
Begleitstoffes X. Es soll noch niher untersucht werden. Die wiibrig- 
acetonische Lisung engte man im Vakuum -— nachdem sie vorher mit 
100 cem Wasser versetzt wurde — stark ein; eventuell wird nochmals 
Wasser zugefiigt und eingedampft, um die letzten Spuren Aceton zu ent: 
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' fernen. Das Konzentrat wurde mit Wasser auf 50 cem aufgefiillt. 1 ccm 
' dieser Lésung enthielt 0,0256 mg Substanz (105°). 0,1 eem gab noch 
' ziemlich starke Millon-, Ninhydrin- und Molischreaktion; aber nur noch 
' schwache Biuret-, Tryptophan- und SH-Reaktion. Die Lésung. reagierte 


sauer; Po = 3,9. 


Papainpriparat B. Es wurden z. B. 60 g Papain M. (1: 350) der 


yor ungefahr einem Jahr bezogenen 2. Lieferung, genau so aufgearbeitet, 
' wie bei Priéparat A beschrieben. Nur wurden natiirlich Lésungs- und 
. Fillungsmittel verdoppelt, 5 mal mit 70°/,igem Alkohol gewaschen und die 


Waschzeiten um die Hiilfte verlingert. Ausbeute an weiBem Pulver rund 


| 29g. Die Begleitstofflésungen stellte man wie beschrieben dar. 


Papainpriparat C. Von Priiparat B wurden beispielsweise 10 g 


_ zweimal mit je 250 cem Aceton, einmal mit ebensoviel Petrolither (Siede- 
_ punkt etwa 40°) und mit Ather, und zwar jeweils 30 Minuten aus- 


| gekocht. 


Die benutzten Enzymlésungen wurden bereitet durch halbstiindiges 


' Digerieren von z. B. 1 g des betreffenden Priparates mit 30 cem doppelt 
| destilliertem, sterilem Wasser zwischen 380 und 40°, Filtrieren der Sus- 
pension, Nachwaschen des Filters und Auffillen des Filtrates auf 50 ccm. 


Autbewahrt unter Toluol im Kiihlschrank bei + 2° Die Enzymlésungen 
enthielten in 0,40 eem — der fiir einen 10 ccm Ansatz angewandten Menge — 


| zwischen 5,9 und 6,8 mg Substanz (105°). 


Normalansatz: Er diente in jeder Versuchsreihe als Kontroll- 


| ansatz: Blieb die Hydrolyse in den untersuchten Ansitzen unterhalb der 
_ des Normalansatzes, so lag eine Hemmung, ging sie merklich dariiber hinaus, 


eine Aktivierung vor. 0,40 cem Enzymlésung (pq um 5,8), 1 cem Citrat- 
puffer (py = 5), 6 eem Substratlésung und Wasser ad Vol. 10 cem. In den 
Tabellen sind die Mengen der Zusatzstoffe fiir den 10 ccm Ansatz an- 


'gegeben. Da aber alle Titrationen zweimal ausgefihrt 
} wurden, waren die Versuchsansitze natiirlich gréBer. 


Die Versuche wurden, wenn nichts anderes vermerkt ist, unter Stickstoff 


ausgefiihrt. 


Methode: Die von R. Willstitter und E. Waldschmidt- Leitz, 
baw. W. Grassmann fiir Papain ausgearbeitete Ermittlung des Aciditits- 


| zuwachses mit alkoholischer Kalilauge und Thymolphthalein als Indicator. 


Ih dieser Arbeit wurde der Acidititszuwachs in 2cem Proben, und zwar 
in je 2 Proben mit alkoholischer 0,05 n-KOH ermittelt. Die in den Tabellen 
mitgeteilten Titrationswerte sind also Mittelwerte zweier und in den Ver- 


Suchen mit verhaltnismaBig viel Eisen (iiber 2,3 mg Fe im 10 cem Ansatz) 


dreier Titrationsproben, die so rasch wie méglich hintereinander titriert 
wurden. Es fiel auf, daB, in den Versuchen mit Gelatine und Cystein, 
der zweite Titrationswert oft deutlich héher war als der erste: Die Gelatine- 
hydrolyse setzt, wenn man den Ansatz durch vorgewirmte Gelatine- 
lisung auf ungefiihr 40° bringt, sofort ein. Die Zeitspanne, die zwischen 
“i 1. und 2. Titration liegt, geniigt, um diese Unterschiede zu _be- 
ingen, 


i? 
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B. Bromelin. 


Die Gewinnung des Prefsaftes aus frischen Ananasfriichten yp) 
die Darstellung des Trockenpriiparates erfolgte nach der von Willstiitter, 
Grassmann und Ambros gegebenen Vorschrift'*). Die PreBsiifte, 6 a 
der Zahl, hatten ein py zwischen 3,5 und 3,8 und wurden, soweit man gic 
zum Spaltungsversuch benutzte, mit 10n-NaOH auf py ungefihr 5 ei. 
gestellt. 


Nachgewiesen wurden im Ananassaft u.a. 1. SH-, 2. S-S-Verbin. 
dungen, 3. Ascorbinsiiure, in 1 cem zwischen 0,2 und 0,3 mg und 4. eiy 
Lyochrom. 


Bei der Darstellung der Trockenpriiparate wurde festgestellt, dab die 
natiirliche Aktivitit der Priparate, die aus dem sauren Fruchtsaf 
ausgef allt wurden, deutlich gréBer war als der aus dem neutralisierten Saft 
bereiteten; die Enzymmenge dagegen war in beiden Priparaten ungefiili 
gleich. 


Normalansatz fiir Bromelin des Saftes: 1cem Ananassaft (py w. 
gefiihr 5), 1 eem Citratpuffer (py = 5), 6 ccm Substratlésung und Wasser 
ad Vol. 10 cem. 


Zum Normalansatz fiir das Bromelin der Trockenpriiparate benutzte 
man 0,50 cem einer wie folgt bereiteten Lésung: 1g Trockenpriiparat 
wurde mit 40 cem Wasser 1 Stunde bei 30° unter 6fterem Schiitteln auf. 
bewahrt und die Suspension bei 5000 Umdrehungen zentrifugiert. Die 
schwach getriibte Lésung diente als Enzymlésung. Der Riickstand war 
verhiltnismaBig betrichtlich. 1 ccm solcher Lésungen gab nach Ammon- 
sulfatsittigung keine SH-Reaktion; 1 cem mit KCN versetzt, gab nach 
kurzer Zeit eine deutliche SH-Reaktion. 1cem solcher Liésungen enthiel 
zwischen 15 und 16 mg Substanz. 


C. Hefeproteinase. 


1. Hefeautolysat*): 2kg frische Bierhefe (Henninger Braueréi, 
Frankfurt a. M.) wurden mit 100 cem Chloroform solange verriihrt (ungefibr 
3/, Stunden), bis die Masse diinnfliissig war, worauf sie mit 2 Liter Wasser 
versetzt wurde, Die Masse wurde geriihrt und fortlaufend mit Ammoniak 
neutralisiert. Nach 8 Stunden unterbrach man das Riihren und Zugebeu 
von Ammoniak und lieB das Autolysat iiber Nacht stehen. Es war nw 
eine ganz schwache Siéuerung eingetreten. Nach 2 Tagen wurde die Masse 
zentrifugiert und die hellbraune, triibe Lésung unter Toluol bei Zimmer 
temperatur aufbewahrt. Anfiinglich trat ziemliche Gasentwicklung auf. 


2. Trockenpraparat*): 500 ccm des 10 tigigen Autolysates wurden 
unter Umschwenken mit 500 ccm Aceton versetzt und zentrifugiert. Die 
gummiartige Masse knetete man erst mehrmals mit 70°/,igem Aceton uud 
dann solange mit Aceton, bis sie brécklig geworden war. Nach de 
Trocknen mit Ather wog das schwach hellbraune Pulver 7 g. 
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Lésung: 1g dieses Priparates wurde mit 40 ccm Wasser 1 Stunde 


auf 30° erwirmt, 6fters geschiittelt und danach die Suspension zentrifugiert. 
- Hellbraune Lésung, die u. a. eine ziemlich kriftige SH-Reaktion gab. 


Vom Autolysat wurden 1,5 cem, von der Lisung des Trockenpripa- 


1 rates 1 com ftir den 10 ccm-Spaltungsansatz benutzt. Als Puffer diente 
| Citratpuffer (px = 5). 


Substratlésungen: 1. 6,7 °/,ige Gelatinelésung mit Thymolzusatz 
der Priparate a) Gelatine Golddruck extra feinst von Dr. Fraenkel und 


| Dr. Landau®), b) Gelatine der Deutschen Gelatinewerke Schweinfurt, 
| c) Gelatine, Golddruck von Schering-Kahlbaum; 2. 6,7 °/,ige Gelatinepepton- 
| lisung, auf pp ungefihr 5 eingestellt, unter Toluol aufbewahrt; Herkunft: 
' Gelatinepepton von F. Witte, Rostock; 3. 6,7 °/,ige Pepton-Witte- Liésung, 


auf py ungefahr 5 eingestellt, unter Toluol aufbewabrt. Diese Lésungen wur- 


den im Laufe der Arbeit oftmals erneuert, ohne daB sich daraus Unterschiede 
| ergaben. 


Zusatzstoffe: 1. Ascorbinsiiure a) Priiparat der Firma ,,Chinoin“, 


| Ujpest (Ungarn), schwach hellbraun gefirbt und b) Priparat der Firma 
| E. Merck, Darmstadt, rein weiB. Die Priparate waren in ihrem Reduktions- 
' yermégen gegentiber dem Tillmanschen Indikator und im Enzymversuch 


gleichwertig. 2. Cystein-HCl der Firma Th. Schuchardt, Gérlitz. 3. SH- 


_ Glutathion, krystallisiert, der Firma F. Hoffmann-La Roche, Basel. 4. Die 
_ anorganischen Zusatzstoffe waren Priiparate von E. Merck pro analysi. 


Dem 10 cem-Ansatz wurden in der Regel 7,3 mg Ascorbinsiure in 


' fester Form zugegeben und dafiir 0,045 ccm n-NaOH zugefiigt; fiir 2,3 mg 
Eisen (IJ) oder 11,5 mg Ferrosulfat wurden 0,005 cem n-NaOH zugegeben. 


Cysteinchlorhydrat und SH-Glutathion wurden in Wasser gelést und bis zur 


' schwach sauren Reaktion mit Lauge versetzt. Z.B. waren 5 mg Cystein 
in 0,50 cem Wasser gelost. 


*®) Zur Gelatine, Golddruck extra feinst, von Dr. Fraenkel und 
Dr. Landau ist folgendes zu bemerken: Wir konnten an einer 2. Liefe- 


_ rung dieser Gelatine unsere friiheren, an zahlreichen Beispielen erzielten 


Resultate, bei denen die MeBergebnisse von Frl. Dr. Helmert mit den 


} meinen gut iibereinstimmten, nicht mehr reproduzieren. Wir muBten dies auf 
_ die neu gelieferte Gelatine zuriickfiihren. In der Tat schrieb mir die Firma 


auf eine diesbeziigliche Anfrage hin, daB die 1. Lieferung Gelatine ameri- 
kanischer, die 2. deutscher Herkunft gewesen sei. Die 2. Lieferung 
Gelatine, ebenfalls unter der Bezeichnung ,,Golddruck extra feinst‘‘, war 
im Enzymversuch fast so ,,schlecht‘, wie die Golddruckgelatine von 
Schering-Kahlbaum. Es konnte leider bis jetzt kein vollgiiltiger Ersatz 
fiir die 1. Lieferung gefunden werden. Ich benutze in dieser Untersuchung 
als ,Standardpriparat‘ eine Gelatine von den Deutschen Gelatinewerken 
Schweinfurt, die aber nicht so ,,gut“ ist, wie die 1. Lieferung von Dr. 
Fraenkel und Dr, Landau. Um uns von der sehr schwankenden Be- 
schaffenheit der Handelsware ,,Gelatine“ frei zu machen, werde ich auf 
Vorschlag meines Kollegen Dr. E. StrauB, priifen, ob z. B. Globin oder 
Edestin als Standardpriiparat dienen kann. 
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Enzym: Papain M. (1:100), Papain M. (1:350) und Papain puriss. Witte, 


Tabelle 2. 


Einflu8 von Ferroeisen auf den Verlauf der Gelatinehydrolyse 
und zwar ohne und nach Vorbehandlung der Enzymliésung © 


Ernst Maschmann, 


mit Ferrosulfat. 


Substrat: Gelatine (Schweinfurter Gelatinewerke). 


Zusatzstoff: FeSO,-7H,O (pro analysi E. Merck). 




















—— Enzym- Acidititszuwachs in ecm 
Zusitze zum Normalansatz | _ priiparat 0,05 n-KOH nach Stunden 
(10 ecm) vorbehandelt | ____— 
in Stunden 1 3 | 24 
Papain M. (1:100) . 0 0,23 0,55 | 1,99 
desgl. 4 0,22 0,58 | 1,28 
+ 2,3 mg Fe 0 0,19 043 | 1,20 
+2,3mg ,, 4 0,22 0,45 1,22 
+ 5 mg Cystein 0 0,99 1,51 | 2,54 
+5mg  ,, 4 0,98 154 | 259 
+5 mg ” 0 0,98 1,58 | 2,02 
2,3 mg Fe 
+ 5mg Cystein . 4 1,00 1,57 | 2,60 
2,3 mg Fe | 
+ 7,3 mg Ascorbinsiure 0 0,20 0,48 1,36 
2,3 mg Fe 
+ 7,3 mg Ascorbinsiiure 4 0,24 0,54 1,38 
2,3 mg Fe 
Papain M. (1:350) . 0 0,67 0,88 1,75 
desgl. 4 0,65 0,86 1,70 
+ 2,3 mg Fe 0 0,70 1,12 2,80 
+23mge, .. 4 110 | 1,74 236 
+5 mg Cystein . 0 1,40 1,93 3,10 
+5mg iy, 4 1,35 1,90 3,13 
+5 mg 9 0 1,62 2,20 3,30 
2,3 mg Fe 
+ 5mg Cystein . 4 1,59 2,22 3,37 
2,3 mg Fe 
+ 7,3 mg Ascorbinsiure 0 0,71 1,14 2,96 
2,3 mg Fe | 
+ 7,3 mg Ascorbinsiure 4 1,10 1,79 | 2,98 
2,3 mg Fe | 
Papain puriss. Witte . 0 0,20 0,47 | 1,26 
desgl. 4 0,18 043 | = 1,23 
+ 2,3 mg Fe 0 0,49 0,84 | 2,56 
+23mg, -.. 4 0,60 1,08 2,60 
+5 mg Cystein . 0 0,95 1,54 2,95 
+5mg 4 0,93 1,51 2,90 
+5mg  ,, 0 1,18 1,76 | 3,24 
2,3 mg Fe | 
+ 5 mg Cystein . 4 1,19 1,80 3,30 
2,3 mg Fe 
+ 7,3 mg Ascorbinsiure 0 0,45 0,90 2,68 
2,3 mg Fe 
+ 7,3 mg Ascorbinsiure 4 0,62 1,16 2,70 
2,3 mg Fe 
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Gleichsinnig verhielten sich spitere Lieferungen von Papain M. (1:100) 


yse, M/ und (1:350), d. h. das erste Priparat wurde durch Eisen (II) nicht, das 
x  &  w~eite betrichtlich aktiviert. Aus Papain M. (1:350) dargestellte, sogenannte 

gereinigte Priiparate wurden durch Ferroeisen deutlich gehemmt. Es 
itt, # scheint danach, als ob auch das Priparat (1:100) ganz geringe Mengen 


des Begleitstoffes X enthilt. LExtrakte aus diesem Priiparat haben sich, 
wie kiirzlich festgestellt wurde, in Verbindung mit Ferroeisen wirksam 
erwiesen. 


Tabelle 3. 


EinfluB von Ferroeisen, Begleitstoff X und Begleitstoff X- 
Eisen (II) auf das System (gereinigtes Papain-Gelatine). 
Enzym: Papainpraiparate A, B und C. 

Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 
Begleitstoff X-Lésung 85 und 29. 


| 
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Acidititszuwachs 
Zusiitze zum Normalansatz (10 ecm) in cem 0,05 n-KOH 
nach 24 stiindiger 
) Versuchsdauer 
) 

Papain me oe ee ee ee ee ee ee ee 2,18 
- +2,3 mg Fett . a 1,80 
+ 0,1 cem Begleitstott % Lisung OE ah yc 1,37 
| + 0,1 cem ae 1,41 
+ 0,1 eem Begleitstoff X- Lésung 85 + 2,3 mg Fe 3,34 
| + 0,02 eem ‘ ‘ 85 + 2.3 mg Fe 3,22 
, + 0,1 cem ” 29 + 2,3 mg Fe 3,27 
| + 0,02 eem “ 29 + 2,3 mg Fe 8,19 
7 +5mg Cystein. . . ae Sh eee ee 3,75 
| +5mg Cystein + 2,3 3 mg ee eee 3,74 
mee ee eats ke & ee Rm wel we 2,35 
+2,3mg Fett . . a : 1,90 
+ 0,1 cem Begleitstotf * -Lisung “ee 1,56 
? 0,1 ecm a a ee 1,55 
+ 0,1 cem Begleitstoff X- Lisung 85 + 2,3 mg Fe 3,52 
+ 0,1 ecm m “ 29 + 2,3 mg Fe 3,49 
+ 0,01 ecm ‘ ‘a 29 + 2,3 mg Fe 3,39 
+5mg Cystein. . . a ee a ae ae ae 38,59 
+5mg Cystein + 2,3 mg Fe. os a eS ee 3,58 
Papain ee a ye ae en ee 2,15 
+ 2,3 mg Fe++ -_ a ae ee 1,84 
+ 0,1 eem Begleitstoff . -Lésung a 1,44 
+ 0,1 cem Begleitstoff X-Liésung 29 + 2,3 mg Fe 3,40 
+ 0,05 ecm ~ - 29 + 2,3 mg Fe 3,38 
+ 0,01 cem m a 29 + 2,3 mg Fe 3,20 
+5 mg Cystein. . . ee ee ee 3,47 
+5mg Cystein + 2,3 mg Fe ee ee 3,50 


Die Versuche mit anderen Gelatinesorten als Substrate verliefen 
gleichsinnig. 
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Tabelle 4. 
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Wirkung verschiedener Mengen Begleitstoff X 


und Eisen (II) salz auf die 


Proteolyse. 


Enzym: Papain M. (1:100); Lésung war 11 Tage alt und enthielt in 0,40 cem 
6,3 mg Substanz (105°). — Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 


Begleitstoff X-Lésung 29; 0,1 ccm enthielt 2,56 mg Substanz. 





eee, 





Zusiitze zum Normalansatz (10 cem) 


Acidititszuwachs in ein 
0,05 n-KOH nach 20 Stdn, 








Papain M. (1: 100) . 
+ 2,5 mg Cystein 
+ 5 mg Cystein . 
+10 mg ” 


+ 0,1 cem Begleitstoff X + 0,575 mg Fe 
+ 0,1 cem Begleitstoff X + 1,15 mg Fe 
+ 0,1 cem » + 2,3 mg Fe 
+ 0,1 cem . + 3,45 mg Fe 
+- 0,1 eem ™ + 4,6 mg Fe 
+ 0,01 ccm am + 2,3 mg Fe 
+ 0,025 cem . + 2,3 mg Fe 
+ 0,05 cem ¥ + 2,3 mg Fe 
+ 0,10 ecm - + 2,3 mg Fe 
+ 0,20 cem “ +23 mg Fe . 
+ 0,20 eem " + 4,6mg Fe . 
+ 0,40 ecem » +2,3 mg Fe . 
+ 0,40 cem m + 9,2 mg Fe . 
+ 4,6 mg Fe. mek. Set 26 


+ 0,1 cem Begleitstoff X . 


Tabelle 5. 
EinfluB der Vorbehandlung des 


0,99 
2,86 
2,90 
2.93 
1,56 
2,08 
2,53 
2,63 
2,72 
2,30 
2,40 
2,51 
2,56 
2,55 
2,80 
2,51 
2,85 
1,03 
0,48 





Papains M. (1: 350) 


mit Ferrosulfat auf den Verlauf der Gelatinehydrolyse. 


Enzym: Papain M. (1: 350); Lésung war 6 Tage alt. 











-Dauer 
Vorbehandelt wurden in 
Stunden 
Papain M. (1: 350) . 0 
desgl. 2 
desgl. ; 4 
Papain + 2,3 mg Fe . 0 
desgl. , 2 
desgl. bs 4 
Papain + 5 mg Cystein. 0 
desgl. , 2 
desgl. ee 4 
Papain + 5 mg Cystein + 2,3 mg Fe 0 
desgl. 2 
desgl. 4 


Die Ergebnisse in Tab. 5 sind mit Gelatine (Schweinfurt) als Substrat 
rgebnisse z. B. mit der Gelatine Golddruck von Sch. K. ver- 


erzielt. Die 


liefen gleichsinnig. 











| Aciditatszuwachs in ccm 

0,05 n-KOH nach Stunden 
den | 1 | 38 | 24 
0,51 | 0,76 | 41,70 
0,55 0,82 | 1,78 
0,53 0,81 | 1,80 
0,49 0,97 | 3,25 
1,10 148 | 3,38 
1,14 1,55 | 3,36 
1,35 1,75 | 3,48 
1,39 1,79 3,49 
1,37 1,81 | 3,45 
1,55 2,10 | 3,68 
1,58 212 | 3,74 
1,64 217 | 3,76 











Ki 


An 


Ve 


Ve 


Ve 
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Tabelle 6. 


KinfluB der Vorbehandlung des Begleitstoffes X mit Ferro- 
sulfat auf den Verlauf der Gelatinehydrolyse. 


Angew.: Gereinigtes Papain, Priparat A. Enzymlésung war 10 Tage alt. 
Begleitstoff X-Lésung 29. Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 


Versuch 1. Normalansatz (Kontrollversuch): 0,40 cem Papainlésung, 1 ccm 
Citratpuffer (py = 5), 6 ccm 6,7°/, ige Gelatinelésung und 2,60cem 


Wasser. 


Versuch 2—5. Vorbehandelt wurden bei 40°: 0,10 cem Begleitstofflésung, 
1 ccm Citratpuffer, 0,5 cem Ferrosulfatlésung (= 2,3 mg Fe), 
0,015 cem n-NaOH und 2,5 ccm Wasser. Nach 0, 1, 2 und 
4 Stunden wurden zugegeben: 0,40 ccm Enzymlésung und 
6 ccm Gelatinelésung. 


Versuch 6—9. Wie 2—5, nur wurde 0,01 ccm Begleitstofflésung angewandt, 
0,006 cem n-NaOH und entsprechend mehr Wasser; sonst aber 
wie dort verfahren. 




















or Acidititszuwachs in ccm 0,05 n-KOH 
Vers.-Nr. | Vorbehandlung nach Stunden 
in Stunden wie iene at caren 
1 | 3 22 
———— ——— 2 ee ae ee — SS -- W ~~ - i _ - ———_—_-——— —— 
1 (Kontrollversuch) 0,52 0,93 | 1,90 
2 0 0,60 1,10 3,16 
3 1 0,82 1,56 3,21 
4 2 1,06 1,98 3,26 
5 4 1,08 1,99 3,20 
6 0 0,56 0,99 2,98 
7 1 0,74 1,40 3,04 
8 2 0,97 1,80 3,09 
9 4 0,96 1,79 3,02 
Tabelle 7. 


Wirkung von Ferro-, Ferrieisen, von Ferro- + Ferrieisen, von 
Begleitstoff X und Ferro- bzw. Ferrieisen, von As,O, und Ferro- 
bzw. Ferrieisen auf gereinigtes Papain und Papain M (1: 350), 


Angew.: Papain Priparat B; Lésung frisch bereitet. Begleitstoff X-Lisung 29. 
Gelatine (Schweinfurt). 


Eisenlésungen: 1. 0,2300 g Ferrosulfat in 10 cem Wasser. 
2. 0,3220 g Mohrsches Salz in 10 ccm Wasser. 
3. 0,4000 g Eisenammoniakalaun in 10 ccm Wasser. 


Arsenige Siure: 0,4000 g As,O, in 100 cem Wasser. 
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Acidititszuwachs Ei! 
Zusitze zum Normalansatz (10 cem) in cem n-KOH 
ss: 24 Stunden 

Papain (gereinigt). .... 2, 50 

+ 16,1 mg Fe(NH,).(SO,), 2,53 

+ 20 mg Fe(NH,)(SO,), 2°54 
+ 8mg Fett und 10 mg Fett+ | 2,34 = 
+ 0,1 eem Begleitstoff X + 16,1 mg Fet+ 3,70 Pay 
+ 0,1 eem " + 20 mg Fettt . 1,15 - 
+ 0,1 cem + 11,5 mg FeSO, . 3,67 - 
+2mg As,O, poet «x8 2,68 : 
+4mg ,, 2,72 : 
+ 8 mg 2,64 - 
+ 4mg As,0, + 11, 5 ) mg ‘FeSO, 2,42 - 
+4mg , + 20 mg Eisenalaun , 2,68 - 
+ 0,1 cem Begleitstoff X + 4 mg As,O, 1,24 - 
Papain M. (1: 350) . 1,58 
+ 8 mg As,0, 1,53 “ 
+ 10 mg As,O, . 1,54 
4 11,5 mg FeSO,... . 3,20 ' 
+ 16, 1 mg Fe(NH,),(SO, Me 3,22 
+ 20 mg Fe(NH,)(SO,), 1,36 4 
+ 8mg Fett + 10 mg Fett++ 2,75 4 
- 
ol 
7 @ : 
Tabelle 8. es 
Verhalten des mit Schwefelwasserstoff vorbehandelten Begleit- : 
stoffes X im System (Papain-Gelatine, bzw. Eisen (I])-Gelatine). 
Beispiel: 10 cem Begleitstoff X-Lésung 29, mit 20 eem Wasser verdiinnt, - 
wurden 2 Stunden mit H,S behandelt. Nach Zugabe von 120 cem Wasser - 
engte man im Vakuum bei 40° unter N, stark ein und fiillte das Konzen- 


trat mit Wasser auf 50 cem auf, d. i. */, 


Verdiinnung. In Tab. 8 wird diese 
Lésung mit 61 bezeichnet. 


Enzym: Frische Lésung von Papain M. (1: 100). 


Substrat: 


Gelatine (Schweinfurt). 





Zusitze zum Normalansatz 
(10 cem) 





Acidititszuwachs 
in eem 0,05 n-KOH 
nach Stunden 





Papain M. (1:100) . 
+ 2,3 mg Fett 





+ 0,1 ccm Begl. X- Lisg. 29. 

+ 0,5 ecm ” wee we % . 
+ 0,1 ecm * 29 + 2,3mg Fe 
+ 0,5 cem * 61 + 2,3mg Fe 
+ 0,1 ccm . 29 + 1,15mgFe 
+ 0,5 ccm +» 61+ 1,15mg Fe 


} 2 | 8 | 24 ) 
oe Pa 
} — | 0,68 1,29 | 
— | 0,65 | 1,81 
— | 0,23 | 0,41 
— | 0,25 | 0,43 Pa 
0,60 | 0,89 | 2,49 , 
0,93 | 1,23 | 2,51 
— | 0,61 | 1,96 
— | 0,85 | 2,22 
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Tabelle 9. 
EinfluB verschiedener Mengen Cystein auf den Verlauf der 
Gelatinehydrolyse. 
Enzym: Papain M. (1: 100), (1: 350), und Papain B und C. 





Substeat: ae (Schweinfurt) 


Zusitze zum Normalansatz 
(10 ecm) 








Papain M. (1: 100). 
+ 5 mg Cystein 


+ 2,5 mg ” 
+1,25 mg _ ,, 
+100mg ,, 


+ 0,75 mg _,, 
+ 0,625 mg ,, 
+ 0,500 mg ,, 
+ 0,250 mg ,, 
4. 0, 125 mg ,, 
+5mg Cystein + 2, 3 mg Fe 


+2,5mg 4, +23 mg Fe 
+1,25mg , +2,3 mg Fe 
+1,00mg , +2,3mg Fe 
+0,75 mg , + 2,3 mg Fe 
+ 0,625 mg ,, + 2,3 mg Fe 
+ 0,500 mg ;; + 2,3 mg Fe 
+0,250mg , +2,3mg Fe 
+ 0,125 mg ,, 


+ 2,3 mg Fe 
Gereinigtes Papain B bd 
+5mg Cystein 


+ 2,5 mg ”? 
+1,25 mg ,, 
+ 1,00 mg ,, 
+ 0,75 mg ,, 


+ 0,625 mg ,, 
+ 0,500 mg ,, 
+ 0,250 mg ,, 
+ 0,125 mg ,, 
+t mg Cystein + 2, 3 mg Fe 


+ 2,50 mg _,, + 2, 38mg Fe . 
+1,25mg , + 2.3 mg Fe 
+1,00mg , +2,3 mg Fe 
+0,750mg , + 2,3 mg Fe 
+0,625mg , + 2,3 mg Fe 
+0,500mg , + 2,3 mg Fe 
+0,250mg , +2,3mg Fe 
+ 0,125 mg + 2,3 mg Fe 
Papain M. (1: 350) a 


+ 0,500 mg Cystein . 
+0,250mg ~,, . 
+ 0,125 mg a 

P apain (gereini 
+ 0,500 mg oie | a 
+0.250mge  , . 
+ 0,125 mg ” 





- Acidititazuwachs 


__in cem 0,05 n-KOH nach Stdn. 


ai I< 
eo t 
. © 


m= omme-A1Ss © © 
we 
oO 
or 
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Die Untersuchung weiterer Papainpriiparate verlief gleichsinnig. |; 
sei darauf hingewiesen, daB die angegebenen Werte Mittelwerte von zwo; 
Titrationen sind. 

Die Untersuchung an anderen Gelatinesorten steht noch aus, ebenso 
wie die Priifung anderer Cysteinpriparate. 


Tabelle 10. 


EinfluB von S-S-Glutathion und Eisen (II) auf den Verlauf «Ve 
der Proteolyse. 


Enzym: Gereinigtes Papain A. Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 


Beispiel: S-S-Glutathionlésung: 0,2540 g SH-Glutathion in Wasser gelést, 
mit Natronlauge neutralisiert, auf 20 ccm aufgefiillt. Durch diese Lésung 
wurde bis zum Verschwinden der Nitroprussidreaktion in 0,5 cem(NH,),S0, 
Sauerstoff durchgeleitet, dann dieser durch Stickstoff entfernt. 

0,50 cem (= 6,35 mg) S-S-Glutathion, 0,50 cem Ferrosulfatlisung 

(= 2,3 mg Fe), 1 cem Citratpuffer (py = 5) und 1,6 cem Wasser, oder & 
gréBere Mengen der Zusatzstoffe, wurden unter N, a) 0, b) 2,c)4 Stunden & Ve 
bei 40° aufbewahrt, bevor Enzym- und Substratlésung zugesetzt wurden. 























Vor- Acidititszuwachs 
N ask N , er —i in cem 0,05 n-KOH 
r.| Zusitze zum Normalansatz (10 ccm) ung i, tii. 
1 Papain “—- 0 0,57 | 0,92 | 2,06 
2] + 6,35 mg S-§-Glutathion 0 0,46 | 0,76 | 1,78 
8 +12,7 mg S-S-Glutathion .. . 0 0,39 | 0,66 | 1,69 
4] + 6,35 mg S-S-Glutathion + 2,3 mg Fe 0 0,21 | 0,54 | 2,30 - 
5 | + 6,35 mg S-S-Glutathion+4,6mg Fe} 0 | 0,37 | 0,75 | 2,70 . 
6] +12,7 a S-S-Glutathion + 4,6 besa Fe 0 0,31 | 0,91 | 3,00 
7 | + 2,5 mg Cystein. .... 0 1,50 | 2,28 | 3,96 Poy 
8 | Papain A. 2 0,61 | 0,94 | 2,11 
9 wie 4 2 0,30 | 0,91 | 2,58 
10] wie 5 2 0,42 | 0,95 | 2,77 
11] wie 6 2 | 0,82 | 0,93 | 3,00 
12 wie 7 2 1,51 | 2,26 | 3,93 
13 | Papain A. 4 0,60 | 0,93 | 2,08 
14] wie4 . 4 0,48 | 0,92 | 2,78 
15 | wie 5 4 0,53 | 1,02 | 3,10 
16 | wie 6 4 10,60 | 1,10 | 3,2 
17 wie 7 4 1,83!| 2,51 | 4,10 





Die Beobachtung, daB Papain nach lingerer Behandlung mit 
Cystein deutlich wirksamer ist als ohne diese Vorbehandlung, wurde 
im Laufe unserer Beschiftigung mit Papain mehrmals gemacht (vgl. dazu 
das Verhalten des Bromelins; Tab. 23). Eine sorgfiltige Untersuchung dieses 
Befundes steht noch aus. 








Es 
ZWej 


ensg 
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Tabelle 11. 


Vergleich des Kinflusses von Begleitstoff X-—Eisen (LI) 
mit dem von §-S-Glutathion-Eisen (II) auf die Proteolyse. 


Versuch 1. 


Enzym: Frische Lésung von Papain M. (1: 100). 
Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 


(Mengenangabe fiir den 10 ccm Ansatz.) 0,40 com Enzymlésung, 
1 cem Citratpuffer (pq = 5) und 2,6 cem Wasser. 


2. 0,1 ccm Begleitstoff X-Lésung 29, 0,5 cem Ferrosulfatlésung, 
1 ccm Citratlésung, 0,015 cem n-NaOH und 2,00 cem Wasser. 


3. 0,5 eem S-S-Glutathionlésung (= 6,35 mg), 0,5 cem Ferrosulfat- 
lésung (= 2,3 mg Fe), 1 cem Citratpuffer, 0,005 cem n-NaOH 
und 1,6 cem Wasser. 


Zu Versuch 1—3 wurden sofort 6 ccm Gelatinelésung zugegeben. 














Versuch Wie 1,) nur da8 erst nach 1 stiindigem Aufbewahren unter N, 
6 5. » . enna , 
g 3 die Gelatinelésung hinzugesetzt wurde. 
” > ” P] 
: » 15) nur daB nach 2 stiindigem Aufbewahren bei 40° unter 
7 . ” . N, die Gelatinelésung hinzugesetzt wurde. 
‘i S » & 
sg ” Fs nur da8 nach 4 stiindigem Aufbewahren bei 40° unter 
$i 12. ” 3. N, die Gelatinelésung hinzugesetzt wurde. 
sai ”? ? 
Dauer Acidititszuwachs in cem 0,05 n-KOH 
Vers,- der in Stunden 
Nr. | Vorbehandlung |-—__-—_- 
in Stunden 1 | 3 | 24 
———————— LS = — —————— — a — ————————— - oa ———— — — 
1 0 0,22 | 0,55 | 1,26 
2 0 0,28 0,81 | 2,34 
3 0 0,16 0,45 | 1,77 
4 1 0,21 0,57 1,27 
5 1 0,56 | 1,14 2,38 
6 1 0,22 | 0,50 1,80 
7 2 0,24 | 0,54 1,24 
8 2 0,65 | 1,26 2,44 
4 2 0,23 | 0,51 1,82 
10 4 0,22 | 0,52 1,23 
1 4 0,63 | 1,30 2,51 
12 4 0,22 | 0,51 1,83 
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Tabelle 12. 


Einflu8 alkoholischer Kochausziige aus Papain und Peptoy 
(Witte) in Verbindung mit Ferroeisen auf die Gelatinehydrolyse, 
verglichen mit dem von Begleitstoff X-Lésung 


bzw. S-S-Glutathion-Eisen (II). 


Beispiel: 10 g Papain M. (1:350) wurden eine Stunde mit 250 cem ab. 


solutem Alkohol ausgekocht; der Riickstand nochmals '/, Stunde mit 
der gleichen Menge Alkohol behandelt. Die vereinigten Filtrate engte 
man im Vakuum nach Zusatz von 100 cem Wasser stark ein und fiillte 
das Konzentrat auf 25 ccm auf. Riickstand mit Alkohol-Ather ge- 
trocknet (Papain 77). Mit 1 g davon wurde, wie beschrieben, die 
Enzymloésung bereitet; Vol. 50 ccm. 0,40 cem enthielten 5,9 mg Sub- 
stanz; diese ,,.Papainmenge“ wurde fiir den 10 cem Ansatz angewandt. 


Die Priifung des Kochauszuges erfolgte an einer 8 Tage alten 
Lésung von Papain M. (1:100), die in 0,40 cem 6,3 mg Substanz ent- 
hielt. 0,5 cem Kochauszug (NH,), SO, gaben duaitiche SH-Reaktion. 


Beispiel: Je 50 g Pepton (Witte) wurden auf dem Wasserbad mit 500 cem 
a) 80, b) 90°/,igem Alkohol 1 Stunde ausgekocht. Nach Zusatz von 
je 150 cem Wasser zu den Filtraten dampfte man diese im Vakuun 
stark ein. Das Konzentrat a enthielt mehr Niederschlag als b; Nieder- 
schlige abgeschleudert, die triiben Lésungen filtriert und die Filtrate 
auf 50 eem aufgefiillt. SH-Reaktion der Peptonkochausziige negatiy. 

Die Priifung erfolgte gegen gereinigtes Papain A. Enzymldésung 


7 Tage alt. 








- Aciditiitszuwachs 
Zusitze zum Normalansatz (10 cem) a ara i tm 
Versuchsdauer_ 

Rivet 77 1,12 
+ 2,3 mg Fet+ . 2,74 
+ 5mg Cystein. ...... 2,83 
+ 5 mg » + 2,3 mg Fe. 3,01 
Papain M. (1: 100) 1,17 
+ 2,3 mg Fe 1,11 

! 0,1 ccm Papainkochauszug . pie. seat. 0,60 
+ 0,1 cem " + 2,3 mg Fe. 2,53 

5 mg Cystein . oa en 2,96 
Papain A. . 2,04 
+ 2,3 mg Fe —" 1,71 

+ 0, 25 com Peptonkochauszug a Ans 1,56 
+ 0,25 ecm ” a+ 2.3, ng Fe 2,73 
+ 0,25 ecm ts b 1,48 

+ 0,25 ecm b+ 2, 3 mg Fe 1,53 
+ 0,1 ccm Begleitstoff X-Lésung 85 : ge 1,32 
+ 0,1 ccm ~ 85 + 2,3 ‘mg Fe 3,41 
+ 6,35 mg S-S- Glutathion . ee eee ie 1,79 
ao 6,35 mg - + 2,3 mg Fe 2,83 
+ 5mg Cystein. . . 3,69 
+ 0,1 cone Begleitstott e -Lisung 85 +5 “mg Cystein 4,15 





Ei 


Wa 
+ bild 
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Tabelle 13. 


EinfluB von Flavinkonzentraten aus Ochsenleber und Hefe 
auf die Proteolyse. 
Enzym: Papain M. (1: 350). Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 
Leberkonzentrat: Aus 5 kg frischer Ochsenleber nach den Angaben von 
P.Gyérgy, R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg’) bereitet. Vol. des 
Konzentrates 150 ccm. 


Hefekonzentrat: Aus 2kg Hefe der Henninger Brauerei Frankfurt a. M. 


nach Vorschrift dargestellt. Vol. des Konzentrates 100 ccm. 
Papain M. (1: 350): Lésung war 14 Tage alt. 











Aciditiitszuwachs 
Zusitze zum Normalansatz (10 cem) in eem 0,05 n-KOH 
nach 20 Stunden 
bei 40° 
S Papein BE. (23900). 2 2 tt ew 1,63 
+1cem Leberkonzentrat ........... 1,43 
+2 ccm (ee ee ee ee ee ee 1,31 
+ 1ceem Hefekonzentrat. ........... 1,34 
+ 2 cem ee eee wae Hee Sw 1,29 
+ 1,3 mp Ascorbinsiure............ 0,70 
ce 3,32 
+ 17,3 mg Ascorbinsiiure + 2,3 mg Fe. ..... 3,41 
Ps: 66 ee pee 3,76 
+ 2ecem Leberkonzentrat + 2,3mg Fe .... . 3,07 
+2eem Hefekonzentrat +2,3mg Fe ..... 3,11 
+2eem Leberkonzentrat + 7,3 mg Ascorbinsiure 
oo ee are er ae ae 3,02 
+2cem Hefekonzentrat + 7,3 mg Ascorbinsiure 
See 6 oe KS a ee 3,12 


Spaltungsversuche mit gereinigtem Papain A an Stelle des obigen 
Papainpriparates verliefen gleichsinnig. 


ReinigungsmaBnahmen zur Anreicherung des Begleitstoffes X. 
120 ¢ Papain M. (1:350) der 2. Lieferung wurden mit 1200 ccm 


| Wasser 1/, Stunde bei 40° digeriert. Dabei auftretende Klumpen- 
_ bildung wurde beseitigt und ofters kraftig geschiittelt. Der ungelést 
 gebliebene Anteil wurde abgeschleudert (5000 Umdrehungen) und 
_ de ziemlich klare Lésung unter Riihren in 6800 ccm absoluten 


Alkohol eingetragen. Nach einiger Zeit trennte man Niederschlag 


| uid Mutterlauge durch Zentrifugieren und engte diese im Vakuum 


bei 40° sehr stark ein. Der Niederschlag wurde einmal mit 


| 10 Liter 85°/,igem Alkohol gewaschen, der Waschalkohol zur 
Mutterlauge gegeben. 


lead 
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Den Niederschlag behandelte man dann 2mal mit je 1,5 Liter 
70°/, igem Alkohol 1 Stunde auf der Maschine und bewahrte ihn ein 3, Mal 
mit ebensoviel verdiinntem Alkohol iiber Nacht auf, schiittelte nochmals 
1 Stunde mit der Maschine und trocknete ihn schlieBlich mit Alkohol—Ather. 
Ausbeute an weiBem Pulver 60 g. 


Der 2., 3. und 4. Waschalkohol wurde jeder fiir sich stark eingeengt 
und auf ein Volumen von 50 cem gebracht. 


Die konzentrierte Mutterlauge, die schwach rosa gefirbt war, wurde 
mit Wasser auf 300 ccm aufgefiillt. 10 ccm davon entnahm man zur Priifung. 
Diese Lisung trigt in der Tab. 13 die Nr. 91. Biuret-, Millon-, Trypto- 
phan-, Ninhydrin-, SH- und S-S- ‘und Molischreaktion mehr oder minder 
stark positiv. 1 cem der Lésung enthielt 0,0801 g Substanz (105°). 


290 cem wurden mit 1450 ccm Aceton versetzt, worauf sich ein O] aus- 
schied. Nach 2stiindigem Stehen im Kiihlschrank wurde die Lésung yom 
Ol abgegossen, dieses mit 80°/,igem Aceton gewaschen. Nach dem Ent- 
fernen des Acetons erstarrte das Ol allmihlich krystallinisch. Es gab eben- 


falls die oben angefiihrten Reaktionen, enthielt aber nur Spuren des Be- 


gleitstoffes X. Es soll niher untersucht werden. 


Zur ersten Acetonlésung setzte man nochmals 1450 cem Aceton hinzu, 
worauf erneut ein éliger Niederschlag, aber in viel geringerer Menge, ausfiel. 
Auch er erstarrte nach dem AbgieBen der Acetonlésung nach und nach 
und enthielt schon merkliche Mengen des Begleitstoffes X beigemischt. Die 
Acetonlésung wurde nun im Vakuum stark eingeengt und das Konzentrat 
mit Wasser auf 290 cem gebracht. 10 ccm davon wurden zur Priifung ent- 
nommen. Diese Lésung wird in Tab. 13 mit Nr. 97 bezeichnet. Die Farb- 
reaktionen waren ziemlich die gleichen wie die oben angegebenen, nur 
waren die Biuret-, Tryptophan- und SH-Reaktion schwiicher. 1 cem enthielt 
0,0307 g Substanz (105°). 


280 cem Konzentrat wurden mit 280 cem 2°/, iger Uranylacetatlisung 
versetzt und tiber Nacht in den Kiihlschrank gestellt. Den gebildeten Nieder- 
schlag schleuderte man ab (5000 Umdrehungen) und die Lisung versetzte 
man mit 60 cem 5°/,iger Diammonphosphatlésung. Das gebildete Uranyl- 
phosphat wurde abzentrifugiert, die Lisung im Vakuum eingeengt und das 
Konzentrat auf 280 cem aufgefiillt. 5 cem davon wurden zur Priifung ent- 
nommen; die Lésung ist in Tab. 13 mit Nr. 97 II bezeichnet. Riickstand 
von 1 cem 0,0240 g (105°) (phosphathaltig). 


275 cem verdampfte man im Vakuum bei 40° zur Trockne und kochte 
den firnisartigen Riickstand mit a) 400, b) 200 und c¢) mit 100 cem absolutem 
Alkohol aus. Dabei ging fast alles in Liésung; der Riickstand bestand 
gréBtenteils aus anorganischem Material. Aus dem 3. Extrakt fiel beim Ab- 
kiihlen in Eiswasser kaum noch etwas aus. Die 8 Extrakte wurden 
vereinigt, auf dem Wasserbad aufgekocht und heif filtriert. Aus dem Filtrat 
schied sich ein hellbrauner Niederschlag aus, der nach dem Stehen in Eis- 
wasser abgeschleudert wurde und nach dem Trocknen mit Alkohol-Ather 
ein hellbraunes Pulver darstellte, das stark hygroskopisch war. Aus der 
konzentrierten Mutterlauge schieden sich noch weitere Stoffe ab. 5 mg des 
Pulvers gaben kraftige Millon-, Ninhydrin- und schwichere Molischreaktion, 
die Biuretreaktion war fraglich (der Farbton der Lésung stért); SH- ud 
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§-S-Reaktion waren negativ. Eine Lésung von 25 mg Pulver in 10 ccm 
Wasser, worin es sich restlos léste, wird in Tab. 13 mit Nr. 105  be- 
zeichnet. 


Tabelle 14. 


Prifung der beim Reinigungsversuch erhaltenen Fraktionen 
auf ihre aktivierende Wirkung in Verbindung mit Ferroeisen 
gegentiber Papain M. (1: 100). 

Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 





Acidititszuwachs 
Zusiitze zum Normalansatz (10 cem) in cem 0,05 n-KOH 
nach 22 Stunden 
bei 40° 
nel OE ee ee 1,08 
Ln, eal 1,03 
; : mg Cystein. .. . ee ee ae oe ae 2,50 
5 mg Cystein + 2,3 mg Fe eae eee 2,52 
+ 0,1 com Nr. 91 (= 8mg Subst.) ....... 0,64 
SOR cee Si OEP me Pe. wc tt 2,30 
+0,05cem 91 (=4mg)+2,3mg Fe ..... 2,27 
+ 0,025 cem 91 (= 2mg)+2,3 mg Fe ..... 2,24 
+ 0,010 ecm 91 (= 0,8 mg) +2,3mg Fe. .... 2,20 
OR Gi Oe CP SO tw 0,71 
+0,lcem 97 (= 3mg)+2,3mg Fe ...... 2,31 
+ 0,05 cem 97 (= 1,5 mg) +2,3mg Fe. .... 2,26 
+ 0,025 cem (= 0,75 mg) +2,3 mg Fe. .... 2,20 
+0,010ecem (= 0,3 mg) +2,3mg Fe. .... 2,18 
+O) oem OT EE (re BAme. 2 ce te ew 0,69 
+ 0,1 cem 97 II (= 2,4mg) +2,3mg Fe .... 2,27 
+ 0,05 ecem 9T1IL (= 1,2 mg) +2,3 mg Fe ... 2,20 
+ 0,025 cem 97 II (= 0,6 mg) + 2,3mg Fe ... 2,19 
+ 0,010 cem 97 II (= 0,3 mg) + 2,3 mg Fe .. . 2,08 
ee ee eile teen ar Src! 0,76 
-leem 105 (= 25 mg) + 90 me Fe. area 2,40 
+ 0,5ceem 105 (= 1,25 mg) +2,3mg Fe... . 2,37 
+ 0,25 com 105 (= 0,625 mg) + 2,3 mg Fe... . 2,31 
+0,lcem 105 (= 0,25 mg) +2,3 mg Fe... . 2,17 
+ 0,1 eem Konzentrat des 2. Waschalkohols. . . 2,23 
+ 0,1 cem » os & - a ae 1,83 
+ 0,1 eem ” a " as 1,10 
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Belege zu Abschnitt A, IV. 
Tabelle 15. 


KinfluB der Vorbehandlung des Enzympriparates oder Pepton; 
mit Kisen(II)-Salz oder Ascorbinsiure und der EinfluB von Be. 
gleitstoff X-Eisen(II) auf den Verlauf der Peptonhydrolyse 








Vorbehandelt wurden: 
stint mnie 10 ecm Ansats) 


Papain (gereinigt B 
+2,3mg Fett . 
+ 7,3 mg Ascorbinsiiure . . 

+ 0,05 ccm Begl. X + 2,3 mg Fe 

+ 0,05 ccm Beg]. X+7 3mg Ascorbs, 

+5 mg — , 
Papain.. . 

+ 2,3 mg Fe 

a 7.3 mg Ascorbinsiure 
Pepton .. . 

+ 2,3 mg Fe 

+7 '3 mg Ascorbinsiure . 

0,05 cem ‘Begleitstoff Moe & 5 

0, 05 ecm Begl. X + 2,3 mg Fe. . 

0,05 eem Begl. X + 7, 3 mg Ascorbs. 
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Tabelle 16. 


Wirkung verschiedener Hisen(II)-Mengen auf die Pepton- 


4 
& 


Aciditiitszuwachs in aa 
0,05 n-KOH nach Sie 


1 


0,02 
0,05 
0,04 
0,40 
— 0,02 


0,67 | 


0,04 
0,09 
0,04 
0,08 
0,31 
0,18 


0,03 





— 0,01. 
0,42 


— 0,02 


= 3 : 1 


0,27 

0,14 | 
0,76 | 
0,15 | 
1,08 | 
0,07 
0,29 
0,15 
0,08 | 
0,57 | 
0,38 | 
0,03 | 
0,75 

0,18 | 


hydrolyse in Abwesenheit des Begleitstoffes X. 


Beispiel: 
frisch bereitet war. 

Px ungefihr 5. 
1. Normalansatz: 


Substrat eine 6,7 


6 ccm Peptonlésung und Wasser ad Vol. 10 cem. 


2. Kontrollansatz: wie 1., nur mit 2 ccm Ferrosulfatlésung (= 


0,02 cem n-NaOH und entsprechend weniger Wasser. 


3. 6 cem Peptonlésung, 1 cem Puffer, 0,5 cem Ferrosulfatlésung (= 
Fe) und 0,005 cem n-NaOQH; 


. wie 3, nur 2mal mehr Eisen und NaOH; 


4 
5. wie 3, nur 4mal mehr Eisen und NaOH; 
5. wurden 2 Stunden bei 40° aufbewahrt und dann mit Enzymldsung 


ue 


Angewandt wurde eine Enzymlésung von Papain M. (1: 100), die 
%,ige Wittepeptonlésung; 


0,40 cem Enzymlésung, 1 ccm Citratpuffer (pq = 5), 


9,2 mg Fe), 


und Wasser versetzt und der Spaltungsversuch begonnen. 


2,3 mg 








Zusiitze zum Normalansatz 
(10 eem) 








egg im (9, 2 mg wil 
2,3mg Fett . . 

4,6 mg Fet " 
9,2 mg Fet t 


Acidititszuwachs in eem 





_0,05 n-KOH nach Stdn. 








1 | 3 | 
~0,02 | 0,02 | 
0,00 018 
0,14 0,23 
0,19 0,28 
6,23 | 0,84 


0,07 
1,05 
0,83 
0,91 
1,08 
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Tabelle 17. 


Verlauf der Peptonhydrolyse in Anwesenheit von Eisen(II)-Salz 


Versuche: 1. 


2. 


6. 


oder S-S-Glutathion-Eisen(II)-Salz. 
0,4 com Papain M. (1: 100)-Lésung, 1 ccm Citratpuffer, 6 cem 
Wittepeptonlésung und 2,6 cem Wasser. 


Wie 1., nur mit 0,5 cem Ferrosulfatlésung (= 2,3 mg Fe), 
0,005 cem n-NaOH und entsprechend weniger Wasser. 


. Wie 1., nur mit 0,5 cem S-S-Glutathionlésung (=6,35 mg), 


und demgemiB Wasser. 


. Wie 3., nur mit 0,5 cem Eisensulfatlésung (=2,3 mg Fe) 


0,005 cem n-NaOH und entsprechend weniger Wasser. 

6 ccm Peptonlésung (=0,40 g Pepton), 1 ccm Citratpuffer, 
0,005 cem n-NaOH und 0,5 cem Ferrosulfatlésung. 

0,5 ecm S-S-Glutathionlésung, 0,5 cem Ferrosulfatlésung, 
0,005 n-NaOH, 1 cem Citratpuffer und 1,6 cem Wasser. 

6 cem Peptonlésung, 0,5 cem S-S-Glutathionlésung, 0,5 cem 
Ferrosulfatlésung, 0,005 cem n-NaOH und 1 cem Citratpuffer. 


5—T wurden 4 Stunden bei 40° aufbewahrt und dann wurde 5. mit 
0,4cem Enzymlésung und 2,1 cem Wasser; 6. mit 0,4 cem Enzymlésung 
und 6cem Peptonlésung und 7. mit 0,4 ccm Enzymlésung und 1,6 ecm 
Wasser versetzt. 





Versuchs- 
Nr. 


Dauer der Acidititszuwachs 
Vorbehandlung in cem 0,05 n-KOH nach Stunden 
in Stunden +. | ; | “2 

‘ : “ipa = ed "Kh { . : j 
0 —0,01 | 0,02 0,09 
0 010 | 0,19 0,81 
0 0,00 | —0,02 0,03 
0 0,00 0,10 0,71 
4 0,21 | 0,32 0,86 
4 0,03 | 0,13 0,74 
4 0,17 | 0,28 0,82 








Belege zu Abschnitt A, V. 


In den Versuchen, deren Ergebnisse in den Tab. 17, 18 und 
19 zusammengestellt sind, wurde eine 9 Tage alte Enzymlésung 
von Papain M. (1:350) benutzt. Als Substrate dienten 6,7°/,ige 
Lisungen (mit Thymolzusatz) von 1. Gelatine, Golddruck extra 
feinst von Dr. F. und Dr. L. (mit FL bezeichnet); 2. Gelatine, 


olddruck 


von Schering-Kahlbaum (SK); 3. eine 6,7°/,ige 


Lisung von Wittepepton, die mit Essigsiure auf p, ungefihr 5 
elngestellt war. 


12* 
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Tabelle 18. 


Versuche: A. Papainlésung nach Willstitter und Grassmann mitHCN — V 
vorbehandelt und nach verschiedenen Zeiten mit Gelatine FI, 


B. Gelatinelésung ebenso mit HCN behandelt und nach yer. 


schiedenen Zeiten mit Papainlésung versetzt. 


C. Kontrolle: Normaler Spaltungsansatz ohne und mit Cystein. 


























Acidititszuwachs 














Dauer der 
Versuchs- Vorbehandlung Zusatz in ccm 0,05 n-KOH nach Stunden 
reihe oe cantrenemms mania -cnennes wie 
in Stunden 1 | 8 | O4 
A 0 Gelatine 1,05 | 41,66 3,16 
1 . 1,07 | 1,89 3,18 
2 a 117 | 1,85 | 38,19 
4 . 1,21 1,90 | 3,23 
24 na 1,18 186 | 3,26 
B 0 Papain 1,05 1,66 | 3,16 
1 a 1,13 185 | 3,25 
2 a 1,12 1,85 | 3,19 
4 si 1,16 1,88 | 3,26 
24 " 1,10 1,80 | 38,19 
Cc 0 _ 0,57 100 | 1,98 
0 Cystein 1,18 168 | 882 
p! 
Tabelle 19. m 
Versuche: A. Papainlésung mit Blausiiure vorbehandelt und nach ver- st 
schiedenen Zeiten mit Gelatine SK versetzt. | G 
B. Gelatine mit Blausiure vorbehandelt und nach verschiedenen FP 
Zeiten Papainlésung hinzugesetzt. 6 
C. Kontrolle: Spaltungsansatz ohne und mit Cystein. P oo 
SAAT SSS edcdaaaretcnaeeiae a : st 
Dauer der Aciditiitszuwachs 
Versuchs- Vorbehandlung Zusatz in ccm n-KOH nach Stunden “s 
reihe _— eae inane iae re 
in Stunden 1 | 8 24 p 
A 0 Gelatine 086 | 148 | 3,34 : 
1 " 0,97 | 1,54 | 8,28 
2 1,06 164 | 3,35 . 
4 7 1,08 163 | 3,50 ‘ 
gt 
B 0 Papain 0,86 1,48 3,34 A 
1 ‘ 0,95 1,53 | 98,42 p 
2 7 1,06 165 | 3,39 ‘ 
4 a 1,02 1,59 | 3,40 
C 0 se 028 | 047 | 0,90 W 
0 Cystein 119 | 1,97 3,24 kl 

















ver- 
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en 
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Tabelle 20. 


Versuch A. Vorbehandlung der Papainlésung mit Blausiiure und Zusatz 
von Peptonlésung nach verschiedenen Zeiten. 

B. Vorbehandlung der Peptonlésung mit Blausiiure und Zusatz 
des Enzyms nach verschiedenen Zeiten. 

C. Kontrolle: Spaltungsansatz ohne und mit Cystein. 














‘ 7 Aciditiitszuwachs in ccm 
ers.- er 0,05 n-KOH nach Stunden 
Reihe Vorbehandl. Zusatz _ species niacin coseintainnoien 
in Stunden 1 3 | 24 

A 0 Pepton 010 | 0,47 1,62 

1 ‘. 037 | 0,67 1,68 

2 fe 040 | 0,69 1,82 

4 nm 0,43 | 0,71 1,78 

25 ie 044 | O88 | 1,86 

B 0 Papain 0,10 | 047 | 1,62 

1 se 0,38 | 0,68 ~ | 1,81 

2 ‘ 044 | 067 ~ | 1,92 

4 " 043 | £069 | 1,80 

25 i" 054 | 085 | 2,05 

C 0 ~ —0,02 | 001 | 0,15 

0 Cystein 0,34 0,66 1,79 











Belege zu Abschnitt A, VI. 

Als Beispiel fiihre ich eine Versuchsreihe mit einem Papain- 
priparat an, das [nach den Angaben von Th. Bersin und W.Loge- 
mann®*)] aus Papain M. (1:350) durch Behandlung mit Wasser- 
stofisuperoxyd gewonnen war*), Als Substrat diente Gelatine, 
Golddruck extra feinst, von Dr. F. und Dr. L. (1. Lieferung). Das 
Pd-Praparat enthielt 2,5°/,iges Palladium, niedergeschlagen auf 
Carbo animalis Merck. Der benutzte Stickstoff und Wasserstoff 
entstammte Bomben; die Gase befanden sich in MeBzylindern und 
standen in den Versuchen unter ungefahr !/,, Atm. Uberdruck. 

Methode: Die Spaltungsansitze wurden unter N, oder H, im 
Thermostaten bei 40° in SpezialgefiBen geschiittelt (100 Schiittel- 
perioden pro Minute). Es wurden immer zwei gleiche Versuchs- 


*) Diese Z. 220, 209 (1938). 
8°) Unsere mit H,O, behandelten Papainpriiparate waren alle noch 
verhiltnismiBig sehr wirksam, und zwar genau noch so verschieden wirksam 
gegeniiber verschiedenen Gelatinesorten wie die Ausgangspriparate. Eine 
zu messende WirkungseinbuBe, die beim Papain M. (1: 100) geringer, beim 
Papain M. (1: 850) gréBer war, mu8 anders erklirt werden als durch die An- 
nahme von Th. Bersin, daB Papain nach dem Schema: 2 Pa-SH + O 
> Pa-S-S-Pa + H,O, reversibel inaktiviert wird. Diese Annahme ist 
weder schliissig bewiesen, noch ist sie mit unseren Beobachtungen in Ein- 
klang zu bringen. 
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ansiitze und ein Kontrollansatz bereitet, der zur Kontrolltitratioy 
diente. Das Fiillen der Gefife mit Gas geschah entweder durch 
Evakuieren der GefaiBe bis ungefahr 20 mm, wobei darauf ge. 
achtet wurde, da8 es nicht zum Schiumen kam, Fiillen mit Ga; 
aus den MeBzylindern , erneutes Evakuieren und Fiillen, oder 
durch lingeres Ausspiilen der Gefaifbe mit dem betrefienden Gas, 
Beide Arten der Gasfiillung haben befriedigend reproduzierbare 
Resultate ergeben. Der Kontrollansatz und die Versuchsansiitze 
wurden vor der Entnahme der Titrationsproben auf einer rasch 
auslaufenden Zentrifuge (immer gleich lang) kurz zentrifugiert und 
in zwei Proben der Restlésung die Aciditiit bzw. der Aciditiits- 
zuwachs ermittelt. Die angegebenen Werte sind also Mittelwerte 
aus zwei gleichen Versuchen mit 4 Titrationsproben. 
Die Ergebnisse waren gut reproduzierbar. 


Tabelle 21 
Verlauf der Gelatinehydrolyse in Anwesenheit von Kohle 
oder Palladiumkohle unter Stickstoff oder Wasserstoff. 


Versuch 1. 0,40 ecm Enzymlésung, 1 cem Citratpuffer (pq = 5), 6 ccm 

6,7°/,ige Gelatinelésung und 2,6 ccm Wasser. 

Wie 1, nur mit 50 mg Tierkohle versetzt, 3 Minuten un. 

net Kohle durch Zentrifugieren wieder efi ng Aus: 

hrung unter N,. 

3. Wie 2, nur wurde die Kohle im Ans. belassen; Ausfg. unt. N,. 

4. Wie 3, nur unter H,. 

>. Wie 1, nur mit 50 mg Pd-Kohle versetzt, 3 Minuten geschiittelt 
und die Pd-Kohle wieder abgeschleudert. Unter N,. 

6. Wie 5, nur wurde Pd-Kohle im Ans. belassen; Ausfg. unt. N,. 

. 7. Wie unter 6, Ausfiihrung nur unter H,. 

8. Wie 2, nur wurde das “ abgeschleuderte Kohleadsorbat kurz 
mit wenig Wasser gewaschen, im Zentrifugenglas mit einem 
,,Ansatz“ ohne Enzym gut vermischt und die Mischung in ein 
MeBkélbchen iibergefiihrt. Ny. 

i 9. Wie 5, nur wurde das Adsorbat nach dem Abschleudern kurz 

gewaschen und wie unter 8 weiter behandelt. Ng. 

10. Wie 9, nur unter H,. 


bo 





Vers.- Angew. Aciditiitszuwachs in ecm 
| 0,05 n- “KOH nach 24 stdg. Vers. ~Dauer 








Z, 
Lew | 
| @ 
RY) 
‘| 


N 1,74 
N 1,60 
N 0,87 
H 0,85 
N 0,71 
N 0,19 
H 1,38 
N 0,39 
N 0,03 
H 0,69 
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Belege zu Abschnitt B. Bromelin. 
Tabelle 22. 


Verhalten und Wirksamkeit des Bromelins im Fruchtsaft und 
in daraus bereiteten Trockenpraparaten gegeniiber zwei ver- 


schiedenen Gelatinesorten. 


Beispiel: Zwei frische Ananasfriichte gaben rund 1200 ccm Preb- 


Trock.-Priip. A: 


Trock.-Prip. B: 


saft (py = 3,6). 
450 cem Saft wurden (ohne zu neutralisieren) mit 195g fein- 
gepulvertem Ammonsulfat unter gutem Rihren versetzt und 
nach der Flockenbildung wurde sofort zentrifugiert. Der 
Niederschlag wurde dann sorgfiltig mit insgesamt 750 eem 
70°%/,igem Alkohol gewaschen und danach mit Alkohol- 
Ather getrocknet. Ausbeute 3,9 g weiBes Pulver. 

450 cem Saft wurden mit Ammoniak neutralisiert, dann mit 
195 g Ammonsulfat versetzt und wie unter A weiter auf- 
gearbeitet. WeiBes Pulver; Ausbeute 3,7 g. 


























Acidititszuwachs in eem 0,05 n-KOH — 
Angewandtes nicht aktiviert _|m. 5mgCystein aktiv. 
Gelatinesorte Spal d | ica. 

Priiparat Spaltungsdauer | Spaltungsdauer 
in Stdn. — in Stdn. 

| | 2 e) Ss) we) yf} el le 
Fruchtsaft Schweinfurt 0,88 | 1,36 | 2,35 | 1,23 | 1,87 | 8,33 
‘ Schering-Kahlbaum} 0,60 | 1,02 | 1,77 | 1,13 | 1,76 | 3,09 
Priiparat A Schweinfurt 0,74 | 1,28 | 2,21 | 1,13 | 1,72 | 3,18 
- Schering-Kahlbaum] 0,60 | 0,98 | 1,64 | 0,98 1,57 | 2,92 
Priiparat B Schweinfurt 0,58 | 1,10 | 2,038 | 1,01 | 1,71 | 3,18 
‘ Schering-Kahlbaum| 0,40 | 0,81 | 1,48 | 0,94 | 1,62 | 2,93 

Tabelle 23. 


Einflu& von Eisen(I]), Ascorbinsdure, Ascorbinsiure—-Eigen(I]), Pa- 
painbegleitstoffX-Eisen(I) auf denVerlauf derGelatinehydrolyse. 


Angewandt: 
Versuch 1—2: 
Versuch 3-—7: 


Versuch 8—9: 


Bromelin-Trockenpriparat 1. Gelatine (Schweinfurt). 

Alle Komponenten wurden gleichzeitig zusammengegeben. 
Enzym wurde mit den Zusatzstoffen 4 Stunden behandelt 
und dann mit dem Substrat vermischt. 

Papain-Begleitstoff X-Lésung 29 wurde mit Ferrosulfat oder 
mit Ascorbinsiure—Ferrosulfat 4 Stunden behandelt und dann 
erst Enzym und Substrat zugesetzt. 

















a Aciditiitszuwachs 
Vers.-Nr. in cem 0,05 n-KOH in Stdn. 
zum Normalansatz (10 cem) . % | 3 | OA 
1 — 0,75 | 1,21 | 2,29 
2 5 mg Cystein 1,24 1,88 | 3,40 
3 2,3 mg Fe 0,45 083 | 1,61 
4 7,3 mg Ascorbinsiiure 0,08 0,12 | 0,48 
5 7,3 mg Ascorbins. + 2,3 mg Fe 0,18 0,46 | 41,80 
6 0,1 eem Papainbegleitstoff X 0,33 0,72 | 1,62 
7 01 , 4 +2,3mg Fe 1,15 1,76 | 3,10 
8 RE w » +2,3mg Fe 1,19 1,83 | 8,22 
9 01 ,, 4 +7,3mg Ascorbs. | 1,10 1,69 | 3,06 
+ 2,3 mg Fe | 
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Tabelle 24. 


EinfluB der Vorbehandlung des Papain-Begleitstoffes X 
| mit Eisen(II)salz auf die durch Bromelin 
bewirkte Gelatinehydrolyse. 


Angew.: Bromelin-Trockenpriiparat 5; Gelatine: Schweinfurt; Begleitstoff- 
lésung 85. Die Menge der Zusatzstoffe war die gleiche wie in den Versuchen 
| der Tab. 23. 


Versuch 1—3: Alle Komponenten wurden sofort zusammengegeben. 


Versuch 4—7: 4. Bromelin, Citratpuffer und Wasser; 4 
5. Bromelin, Cystein, Puffer und Wasser; - 
6. Bromelin, Begleitstoff X-Eisen, Puffer, Wasser: 
7. Begleitstoff X-Eisen, Puffer, Wasser; 
wurden 2 Stunden bei 40° aufbewahrt, bevor Gelatine bzy. 
Enzym und Gelatine zugesetzt wurden. 


Versuch 8—11: Die gleichen Komponenten wie in den Versuchen 4—7, 
nur wurden sie 4 Stunden vorbehandelt. 














Acidititzuwachs 

Vers.-Nr. in cem 0,05 n-KOH nach Stdn. 
1 3 | 24 

1 0,27 | 0,58 | 1,51 
2 0,66 1,24 | 2,54 
3 0,36 0,75 | 2,21 
4 0,29 0,62 | 1,61 
5 0,77 138 | 255 
6 0,72 1,16 2.18 
7 0,74 | 1,19 | 2,17 
8 0,28 0,70 | 1,60 
9 0,83! 1,42 | 2,53 
10 0,73 1,24 | 2,20 
11 0,71 417 | 217 





Es bedarf auch hier des Hinweises darauf, daB nicht selten bei einer 
linger dauernden Behandlung des Bromelins mit Cystein ein deutlicher 
Aktivititsanstieg zu beobachten war. 


Tabelle 25. 


EinfluB von Eisen (II), Ascorbinsiure, Ascorbinsiure-Eisen 
und Papain-Begleitstoff X-Eisen auf die Hydrolyse 
des Peptons (Witte). 


Angew.: Ananassaft 1; 6 Tage alt. 
Ascorbinsiure a) Firma ,,Chinoin“, Ujpest (Ungarn); 
b) Firma E. Merck, Darmstadt. 
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Bromelin, Puffer, Wasser ; 


Cystein, Puffer, Wasser; 
Ascorbinsiure (a), Puffer, Wasser; 
* (b), Puffer, Wasser; 
Eisensulfat, Puffer, Wasser; 
Ascorbinsiiure, Eisensulfat, Puffer, Wasser ; 
Begleitstoff X, Puffer, Wasser; 
™ x, Ferrosulfat, Puffer, Wasser. 


Zu 1—8 — die Peptonlésung soft gegeben. 
Versuche 9—16 genau so wie 1—8, nur wurde das Substrat erst nach 
4 stiindigem Aufbewahren der amponsntes: | bei 40° zugegeben. 





Versuchs- Nr. 


_Aciditittsmuwachs | in ecm dx ,05 n- KOH nach Stunden 




















1 3 | 24 
| 

0,02 | 0,06 0,26 
0,36 0,60 | 1,56 
—0,01 | 0,00 | 0,79 
0,00 | 0,03 | 0,81 
0,21 0,38 | 0,86 
0,22 | 0,34 | 0,92 
0,01 0,04 0,28 
0,34 | 0,638 1,55 
0,00 0,09 0,29 
0,37 | 0,62 1,54 
0,02 0,06 0,77 
— 0,02 0,07 0,79 
0,20 0,32 0,84 
0,23 0,35 0,92 
0,00 0,00 0,31 
0,39 0,61 1,53 





C. Belege zu Abschnitt C. Hefeproteinase. 


Tabelle 26. 


Verhalten der Hefeproteinase eines 10tigigen Autolysates 


und des daraus gewonnenen Trockenpriparates 


gegen verschiedene Gelatinesorten. 


Substrat: 1. Gelatine der Deutschen Gelatinewerke, Schweinfurt (Schw.) 
2. Gelatine Golddruck von Schering-Kahlbaum (SKa.) 








— 


He Co bo 





Schw. 
SKa. 
Schw. 
SKa. 


Gelatine- 
sorte 





_Acidititszuwachs in cem 0,05 n-KOH nach Stunden 


nicht aktiviert 

















8 24 3) is 24 
0,73 | 215 0,74 | 217 
O44 | 1,48 069 | 214 
0,57 1,84 059 | 1,86 
0,23 1,11 054 | 41,80 
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Tabelle 27. 

EinfluB von Eisen(II, Ascorbinsiure oder Ascorbinsiure—Eisey 
auf das Verhalten der Hefeproteinase des Autolysates 
und des Trockenpriparates gegeniiber Gelatine. 

Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 
Leerbestimmung mit Hefeautolysat ohne und mit Cystein. 











Acidititszuwachs in ecin 
Zusiitze zum Normalansatz (10 ccm) 0,05 n-KOH nach Stunden 
3 24 
A 
a 0,70 2,15 
og a a a 0,71 2,14 
a ka sk Se SS es 0,68 2,18 
7,3 mg Ascorbinsiure. ......... 0,62 2,10 
7,3 mg . +23mg Fe... . 0,67 2,17 
B 
~~ 0,58 1,75 
=e 0,61 1,77 
ge a a a a 0,28 1,14 
7,3 mg Ascorbinsiiure. ......... 0,33 1,16 
7,3 mg - +23 mg Fe. ... 0,29 1,19 
Leerbestimmung. 
_ 0,06 0,26 
a a a ee — 0,02 0,23 





Die Versuche, einzelne Komponenten der Ansitze vorzubehandeln, 
zeigten keine anderen Ergebnisse als die in Tab. 26 angegebenen. 


Tabelle 28. 
Verhalten einer gealterten Lisung des Trockenpriparates 
gegen Cystein, Eisen(II) oder Cystein-Eisen(II); 
Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 




















Acidititszuwachs 

Zusiitze zum Normalansatz (10 ccm) in cem 0,05 n-KOH nach Stunden 
1 3 24 
se 0,24 | 0,385 | 1,20 
Sg ee ee ar ee 0,11 | 0,21 1,038 
ewe” 6S Ga kee 0,11 | 0,17 0,61 
5mg Cystein+2,3mg Fe..... 0,10 | 0,25 0,91 
0,1 ccm Pa.-Begl.90........ 015 | 0,85 1,17 
0,1 cem m +23 mg Fe. . 0,18 | 0,36 1,15 
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Untersuchungen iiber das konfigurative Verhalten 
von Pseudoleucin bei der Waldenschen Umkehrung 
und iber die Abspaltung von Halogen durch verdiinntes Alkali 
aus raumisomeren ¢-Brom-/-trimethyl-propionyl-aminosduren. 


Von 


Emil Abderhalden, Werner Faust und Edgar Haase. 


———— ---— 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. S.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1934.) 


In Fortsetzung der Studien iiber das konfigurative Verhalten 
von Valin und Isoleucin bzw. Alloisoleucin bei der Waldenschen 
Umkehrung?) haben wir die entsprechenden Verhiltnisse bei der 
¢-Amino-#-trimethyl-propionséure, von Knoop und Land- 
mann Pseudoleucin genannt, untersucht. Wir stellten zu diesem 
Zwecke nach dem Verfahren der genannten Autoren’) die ge- 
nannte Aminosdiure aus Pinacolin dar und zerlegten die erhaltene 


' Razemverbindung iiber die Formylverbindung mittels Brucins in 


die beiden optisch-aktiven Formen. Aus beiden optisch-aktiven 
Pseudoleucinen gewannen wir in bekannter Weise die a-Brom- 
fettsiuren. Hierauf aminierten wir diese und priiften das optische 
Verhalten des in beiden Fallen zuriickgewonnenen Pseudoleucins. 
Die unten folgende Ubersicht gibt Einblick in das Verhalten des 
Drehungsvermégens der einzelnen Verbindungen innerhalb der 
Links- und Rechtsreihe. ; 

Aus den mitgeteilten Befunden ergibt sich, daB bei der Uber- 
fihrung von Pseudoleucin in die zugehérige «¢-Brom- 
8-trimethyl-propionsiure unter nachfolgender Ami- 
nierung ein Pseudoleucin der Konfiguration des Aus- 
gangsmaterials erhalten wird. 


1) E. Abderhalden u. W. Zeisset, Diese Z. 195, 121 (1931); 200, 179 
1931). — E. Abderhalden u. F. Schweitzer, Diese Z. 206, 116 (1932). 
*) Diese Z. 89, 517 (1914). 
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In Hinsicht auf die beim Studium der konfigurativen Beziehunge, 
der aus den optischen Isomeren des Isoleucins und des Alloisoleucins go. 
winnbaren «-Bromfettsiuren zu den aus diesen bei der Aminierung heryor. 
gehenden Aminosiuren gemachten Beobachtungen, wonach ebenso wie bein 
Valin bei der Aminierung der einzelnen «-Bromfettsiiuren eine Aminosiiure 
der gleichen Konfiguration erhalten wird, wie sie dem Ausgangsmaterig| 
eigen war, jedoch dann eine Umlagerung erfolgt, wenn die Carboxylgruppe 
der a-Bromfettsiuren besetzt ist, versuchten wir die entsprechenden Ver. 
hiltnisse bei den a-Brom--trimethyl-propionyl-aminosiiuren zu untersuchen, 
Der Umstand jedoch, da8 der Ersatz des Halogens durch die NH,-Gruppe 
auf Schwierigkeiten stieB, verhinderte die entsprechenden Studien. 











d,1-Pseudoleucin 
CH;\. | 
CH,—C -CH- COOH 
Y CH,” | Y 
Formy]-(+)-pseudoleucin NH, Formy]-(—)-pseudoleucin ') 
in Wasser rechtsdrehend}), in in Wasser linksdrehend, in 
Natronlauge [a]2!° = + 31,8° Natronlauge [a]??° = — 32,0° 
(+)-Pseudoleucin (—)-Pseudoleucin 
in Wasser [o]2°° = + 10,01°, in Wasser [0]? 85° = — 10,15", 
in 20 °%/,iger Salzsiure in 20°/,iger Salzsiure 
[a]°° = — 8,19° [a]p*° = + 8,36° 
| | 
Y Y 
(—)-a«-Brom--trimethy]- (+)-o-Brom-f-trimethyl- 
propionsdure propionsdure 
in Alkohol [a]27° =— 14,4° in Alkohol [«]28° = + 14,0° 
| 
Y 
(+)-Pseudoleucin (— )-Pseudoleucin 


Ks interessierte uns ferner, welches der beiden optisch- 
aktiven Pseudoleucine der Konfiguration nach der |. 
bzw. d-Reihe zugehért. Nun haben Knoop und N, Okada’ 
d,l-Pseudoleucin verfiittert. Sie isolierten aus dem Harn ein in 
Alkohol nach rechts drehendes Toluolsulfo-pseudoleucin. 
Wir haben den Versuch am Hund wiederholt, jedoch injizierten 
wir eine wiBrige Lésung von d-(—)-Pseudoleucin und isolierten 
aus dem Harn (+)-Toluolsulfo-pseudoleucin. Wir hatter 
ferner aus optisch-aktivem Pseudoleucin unmittelbar das genannte 





') Infolge Schwerléslichkeit des Formyi-pseudoleucins in Wasser keine 
genaue Bestimmung médglich. 
*) Pfliigers Arch. 201, 3 (1923). 
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Derivat dargestellt und gefunden, daB aus dem nach links 
drehenden Pseudoleucin das rechtsdrehende Derivat 
hervorgeht. Nun gehért ohne Zweifel die im tierischen Organis- 
mus abbaufihige Form des Pseudoleucins der 1-Reihe an. Folg- 
lich hat die (+)-Form die 1l-Konfiguration. Wir haben 
auf Grund dieses Befundes im experimentellen Teil die ent- 
sprechenden Bezeichnungen angewandt und méchten auch an 
dieser Stelle den Vorschlag wiederholen, ganz allgemein alle die 
Konfiguration der Linksreihe aufweisenden Aminosiuren mit | 
zu bezeichnen. Es erleichtert dies vor allen Dingen bei der 
Bezeichnung von Polypeptiden die rasche Orientierung iiber die 
Konfiguration der an deren Aufbau beteiligten Aminosiuren. 

Zur Bestimmung der Konfiguration der beiden Pseudoleucine 
haben wir auch den Fermentversuch herangezogen. Leider 
verfiigten wir aus dem oben erwiahnten Grunde (Aminierungs- 
schwierigkeit) nicht iiber die entsprechenden Polypeptide (es sind 
Versuche im Gange, um solche auf anderem Wege zu gewinnen), 
wohl aber konnten wir die folgenden Verbindungen auf ihr Ver- 
halten gegeniiber Trypsin priifen: d-a-Brom-f-trimethyl- 
propionyl-l-tyrosin, l-¢-Brom-f-trimethyl-propionyl- 
l-tyrosin, d-@-Brom-#-trimethyl-propionyl-d-tyrosin, 
l-¢-Brom-f-trimethyl-propionyl-d-tyrosin und _ ferner 
die entsprechenden Halogenacylverbindungen des l- und d- 
Pseudoleucins. Es zeigte sich, daB nur das |-¢-Brom-f-tri- 
methyl-propionyl-l-tyrosin aufgespalten wurde. Die Hydrolyse 
war allerdings sehr geringfiigig. Die gleiche Feststellung machten 
wir beim 1-¢-Brom-§-trimethyl-propionyl-l-pseudoleucin. Es be- 
stitigt somit die Feststellung des Verhaltens des Trypsins gegen- 
iiber den erwahnten raumisomeren Verbindungen, daf das in 
Wasser nach rechts drehende Pseudoleucin der Konfiguration 
nach der 1-Reihe angehért. 

Wir haben schlieBlich noch das Verhalten der angefihrten 
«-Brom-f8-trimethyl-propionyl-tyrosine gegeniiber verdiinntem 
Alkali gepriift. Hierzu sei bemerkt, daB an Hand verschiedener 
Beispiele gezeigt werden konnte, daB die Halogenabspaltung bei 
den (d)-(d)- und (1)-(l)-Verbindungen viel langsamer erfolgt als bei 
den (d)-()- und den (1)-(d)-Verbindungen. Wie aus dem experi- 
mentellen Teil (S. 196) zu ersehen ist, erfolgte die Bromabspal- 
tung beim 1(—)-¢-Brom-f-trimethyl-propionyl-d-tyrosin am 
raschesten, dann folgt die d-l-Verbindung. Am langsamsten war 
sie bei der 1-l- und d-d-Form. 
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Experimenteller Teil. 


Darstellung von d,l-Pseudoleucin. [Vgl. die Angaben yop 
Knoop und Landmann (a.a.0O.) und Gliicksmann?)}]. Bei der Ge. 
winnung folgten wir im wesentlichen den vorhandenen Vorschriften. Be; 
den ersten Darstellungen arbeiteten wir in Ansiitzen von 40g Pinacolin 
puriss. Es zeigte sich jedoch, da ohne Benachteiligung der Ausbeute 
gréBere Ansitze durchfiihrbar sind. In einem 50 Liter-Topf wurden 40 ¢ 
Pinacolin in Eiswasser suspendiert und unter ‘Turbinieren 4 Liter Oxy. 
dationsgemisch (125 g KMnO, und 40 g NaOH in 4 Liter Wasser) zugetropft 
(etwa 4 Stunden). Nach Verschwinden des Pinacolingeruches wurden 
wieder 40 g Pinacolin eingetragen. Die Temperatur wurde durch Zufiigen 
von Eisstiickchen bei ungefiihr 5° gehalten, wiederum Zusatz von 4 Liter 
Oxydationsgemisch und so fort, bis insgesamt 240g Pinacolin oxydiert 
waren. In einem zweiten Versuch wurden auf gleiche Weise 354 g Pina- 
colin mit 35 Liter Oxydationsfliissigkeit oxydiert. Beide Ansiitze wurden 
nach Absaugen vom MnO, (ein Zusatz von Alkohol ist tiberfltissig, ja 
schidlich) fiir sich neutralisiert und eingedampft. Nach Ansiuern mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure wurde mit 6 Liter Ather ausgeschiittelt. Die 
Fraktionierung des Rohproduktes ergab: 87 g, Siedep.,, bis 70°; Tri- 
methylbrenztraubensiure 390 g, Siedep.,, 77/78 °. 

Oxim der Trimethylbrenztraubensdure. Aus 200g der Siure 


‘wurden 160 g Oxim erhalten. Schmelzp. 120° (aus Chloroform). 


Uberfiihrung des Oxims in d,l-Pseudoleucin. Die Reduktion 
des Oxims wurde mit Hilfe von nach Anderson hergestelltem Platin ver- 
sucht. Die Ausbeute betrug 25°/, d. Th. Bessere Resultate ergab die 
Verwendung von Aluminium-amalgam in 50°/,igem Alkohol (vgl. hierzu 
Knoop und Landmann). Im einzelnen Ansatz wurden jeweils 40 g Oxim 
in 750cem 50°/,igem Alkohol gelést und unter dauerndem Turbinieren 
und anfanglicher Kiithlung innerhalb von 8—10 Stunden insgesamt 40 ¢ 
Aluminium-amalgam (in 6—8 Portionen; jeweils frisch hergestellt) zugesetzt. 
Dann wurde kurz erwirmt und nach Abkiihlung durch tropfenweisen Zu 
satz von wiBrigem Ammoniak iuSerst schwach ammoniakalisch gemacht. 
Bei Zusatz von viel Ammoniak entsteht ein Produkt, das mit Nesslers 
Reagens positive Reaktion auf dieses zeigt. Das Ammoniak lieB sich aus 
ihm auch durch Kochen der Lésung nicht vertreiben. Nach Zusatz von 
Alkali fand Ammoniakentwicklung statt. Die Bildung dieses Produktes 
wird vermieden, wenn kein Uberschu8 von Ammoniak Verwendung findet. 
Aus der filtrierten, im Vakuum stark eingeengten Fliissigkeit wurde das 
Pseudoleucin mit Aceton gefillt, abgesaugt, mit Aceton gewaschen und 
im Exsiccator getrocknet; Ausbeute 15 g. Weitere 5 g wurden durch mebr- 
maliges Auskochen des Al,O, mit schwach ammoniakalischem Wasser und 
Auspressen des Niederschlages mit der hydraulischen Presse gewonnen. 
Da das so erhaltene Pseudoleucin nicht ganz rein war (es gab mit Nesslers 
Reagens eine schwache Reaktion), wurde es getrennt weiter verarbeitet. 
Pseudoleucin sublimiert bei 290/300°. Bei Wiederholung konnte die Aus- 
beute bis zu 28 g gesteigert werden. 

Formyl-d,l-pseudoleucin. 90 g d,l-Pseudoleucin wurden mit 140 
wasserfreier Ameisensiure 6 Stunden unter RiickfluB auf dem Wasserbade 


1) Mh. Chem. 10, 771 (1889). 
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erhitzt. Es entstand eine vollkommen klare Liésung. Der nach Abkiihlung 


‘ auskrystallisierte Anteil wurde abgesaugt, mit Ameisensiure gewaschen und 


im Vakuum-Exsicceator iiber Alkali getrocknet. Das Filtrat wurde im Vakuum 
bis zur Trockne eingedampft. Beim Eindampfen in offener Schale auf 
dem Wasserbade treten Verluste durch Verfliichtigung ein. Die Formylierung 
wurde mit dem Eindampfungsriickstand wiederholt. Der ganze ProzeB wurde 
3mal durchgefiihrt. Aus der schlieBlich verbleibenden Mutterlauge wurden 
die letzten Mengen an Formylverbindung durch teilweises Einengen im 
Vakuum und Kihlen fraktionsweise isoliert. Ausbeute 101 g vom Schmelzp. 
210°, nach vorherigem Sintern bei 206°. Die letzten Fraktionen (3 g) 
schmolzen unscharf bei 200—205° Umkrystallisiert wurde aus Alkohol: 
lingliche, séulenartige, rechteckige Tiifelchen, schwer léslich in kaltem 
Wasser, leichter in Alkohol. 

0,0670 g verbr. 4,2 eem n/10-H,SO,. 

Ber. fiir C;H,,0,N (159,11) 8,81°/, N, gef. 8,78°/, N. 

Gewinnung von Formyl-l(+)— und d(—)-pseudoleucin. 104 g 
Formyl-d,l-pseudoleucin wurden in 2,5 Liter kochendem absolutem Alkohol 
gelist, dann Zusatz einer Lisung von 260g reinem Brucin (wasserfrei) in 
5 Liter heiBem, absolutem Alkohol; das nach 48 stiindigem Stehen im Eis- 


_ schrank ausgeschiedene krystalline Brucinsalz (sternartige Biischel, schwer 
' léslich in absolutem Alkohol, leicht léslich in Wasser) wurde abgenutscht, 
_ mit kaltem Alkohol gewaschen und getrocknet: 180 g, Schmelzp. 195° (Brucin- 
| salz des Formyl-l(+)-pseudoleucins). Die Mutterlauge wurde im Vakuum 
' eingedampft, der Riickstand (Brucinsalz des Formyl-d-(—)-pseudoleucins) in 
' 1150 cem Wasser gelést, mit 400 cem n-Natronlauge versetzt und das Filtrat 


nach Ausschiitteln mit etwas Chloroform mit 50 cem 5n-HCl versetzt. Das 


| nach Abkiihlen auskrystallisierte Formyl-d(—)-pseudoleucin wurde abgesaugt, 
_ das Filtrat nach Einengen mit weiteren 25 ccm 5 n-HCl versetzt und so 


eine zweite Krystallfraktion gewonnen. Gesamtausbeute an Formyl-d(—)- 


, pseudoleucin nach Waschen mit kaltem Wasser und Trocknen 45 g. Schwer 


lislich in Wasser (etwa 1: 500, bei 20° lésen sich in 20 cem Wasser 0,0405 g), 
unléslich in Aceton, wenig léslich in Alkohol. Krystallisiert aus Wasser 


_ in Prismen und auch Blittchen, spaltet beim Kochen mit Wasser nur schwer 


den Formylrest ab. In entsprechender Weise wurde das zuerst auskrystalli- 


; sierte Brucinsalz zerlegt. Ausbeute 45 g Formyl-l(+)-pseudoleucin. 


Wegen der geringen Léslichkeit der beiden Formylverbindungen in 


| Wasser war eine genaue Bestimmung des Drehungsvermégens in diesem 
_ nicht méglich. Formyl-1(+)-pseudoleucin dreht nach rechts und Formyl- 
_ 4(—)-pseudoleucin nach links. Formyl-pseudoleucin wurde durch Zufiigung 
_ einer stéchiometrischen Menge n-NaOH in das Na-Salz iiberfiihrt. Vgl. die 
_ Analysen- und Drehwerte in der folgenden Tabelle. 


I(+) und d(—)-Pseudoleucin. Die beiden Formylverbindungen 


| wurden mit der 10 fachen Menge 10°/,iger HBr 11/, Stunden unter Riickflu8 
| gekocht und die Liésung zur Trockne verdampft. Das Hydrobromid der 
_ Aminosiure wurde in absolutem Alkohol gelist und Ammoniak bis zum 
 Neutralpunkt eingeleitet. Dabei schieden sich die beiden optisch-aktiven 
_ Aminosiuren in gallertiger, gequollener Form aus. Es erstarrte schlieBlich 
_ der ganze Kolbeninhalt in dieser Form. Nach einigem Stehen, besonders 
beim Erwiirmen, erfolgte Krystallisation. Die Aminosiiure lieB sich nunmehr 
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Analyse a i‘ _— Spez. Drehung 10 cem-Kolben — ft 
C,H,,0,N em | y | N l cem | g | Na- &tf 
a | gs i "| 

159,11 Subst. Hise, ber.igef. Subst.) py- | Na- ic ae | [w 


g | verbr. o/, | Fy g NaOH Seals 6 ‘| 0 0 | ‘ 





Formyl-— loa 1415) 8,8 |8,8/8,7]0,5242| 3,30 |0,597/ 5,97 | 21 1,90 (431; 


1(+) 
































Formyl- 10,064 4,0 | 8,8) 8,8] 0,5273] 3,82 [0,600 | 6,00 | 22 -1,92 32) 


d(—) | 


filtrieren, was zuvor nicht méglich war. Der Filterriickstand wurde wife 


absolutem Alkohol bis zur Halogenfreiheit ausgewaschen. 


Drehungsvermégen der wiSrigen Lésung von l( +)-Pseudo. 


leucin: 


0,0779 g Subst., aufgefiillt auf 1,5 ccm, ¢ = 5,19, «2° = + 0,52° if 


dm-Rohr. [a]2°° = + 10,01°% 
Von i) Peendoleusia: 


0,0926 g Subst. zu 2 cem gelést,c = 4,63, «2 85° = — 0,47 [a]285°= — 10,15 
Drehungsvermégen in 20°/,iger Salzsiure: 1(+)-Pseudoleuciny 


0,0605 g Subst. zu 1,5ccm gelést, c = 4,03, «29° = — 0,33°, [a]2 9° = —8,19' 

d(—)-Pseudoleucin: 0,0957 g Subst., zu 2 cem gelést, ¢ = 4,78, 028s 
= + 0,40°, [o]2 95° = + 8.36% 

Toluolsulfo-d(—)-pseudoleucin. 6 g d(—)-Pseudoleucin, in 24 ccu 
2 n-Natronlauge gelést, wurden mit einer Lésung von 17,5 g Toluolsulfo 
chlorid in 90 ccm Ather iiberschichtet und 8 Stunden auf der Maschin 
geschiittelt (Steigrohr), wobei in 3 Portionen noch weitere 70 ccm 2 n-Natron: 
lauge zugesetzt wurden. Nach Entfernung der dtherischen Schicht wuré 
zweimal ausgeiithert, filtriert und mit starker Salzsiiure angesiuert. Di 
Toluolsulfoverbindung fiel sogleich in fester Form aus. Ausbeute 112 
aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, Schmelzp. 239—240°. 

0,0873 g Subst., mit absolutem Alkohol zu 2,0 cem geldst, ¢ = 4,36, 

9° = + 2,059, (a]2°° = + 47,1° 


Parenterale Zufuhr von d(—)-Pseudoleucin an einen Hund ; 


Zuvor priiften wir die Leistungsfihigkeit der Darstellung der Toluolsulfover 


bindung bei Verwendung von Harn. Bei Zusatz von 1 g d(—)-Pseudoleuci | 


zu 200 cem Hundeharn gewannen wir 0,4 g reine Verbindung. 0,0725 g mi 


absolutem Alkohol zu 2,0 ccm gelist, ¢ = 3,62, «225° = +1 10°, [or]? 2 : 


= + 46,9°. Hierauf injizierten wir einem Hund (minnlich, 1 Jahr alt 
7375 g schwer) 5 g d-Pseudoleucin, gelést in 42 eem Wasser, subcutan. Det 
Harn wurde wihrend 4 Tagen gesammelt (Zusatz von Chloroform und Toluol 
Eisschrank). Ausbeute an d-(+)-Toluolsulfopseudoleucin 1,4 g. Schmelzp 
239—240° 0,0999 g, mit absolutem Alkohol zu 2,0 cem gelést, c¢ = 4,9% 
209 = $e 236°, [20° = + 47,3° 

—)- und d(+)-a- -Brom- B- trimethy}- propionsiure?). Die Uber 
eae der aktiven Formyl-pseudoleucine in die entsprechenden «-Brow 





') Darstellung der inaktiven Bromfettsiure, Abderhalden u. Rossner, 
Diese Z. 168, 149 (1927). 
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é-trimethyl-propionsiiuren wurde in bekannter Weise (Emil Fischer) durch 
Behandlung mit NOBr vorgenommen. Siedepunkt,, der 1(—)-«- Brom-f- 
trimethyl-propionsdure 115—120°% Schmelzp. 66° 

0,0737 g der Siure mit absolutem Alkohol zu 1,5 ccm aufgefiillt, 
¢ = 4,925 027° = — 0,71, [o]27 = — 14,4° 

Siedepunkt,, der d(+)-a-Brom-@- ee eT ee ee 115 
bis 120% Schmelzp. 70°. 0,0750 g der Siure mit absolutem Alkohol auf 
1.5 cem aufgefiillt, c = 5,00; «29° = + 0,70°, [a]28° = + 14,0°% 

Die beiden aus Ather sich als farblose krystalline Masse abscheidenden 
a-Brom-#-trimethyl-propionsiuren sind in organischen Lisungsmitteln leicht 
léslich, sehr schwer in Wasser. Die aus d(—)-Pseudoleucin dargestellte 
Bromfettsiure dreht in wiBriger Lésung nach rechts. 

Aminierung derl(—)-a-Brom-f-trimethyl-propionsidure. 0,5¢g 
der Siure wurden mit 10 cem 25°/,igem Ammoniak bei 37° stehen gelassen. 

Nach 8 Tagen wurde die gebildete Aminosiiure isoliert. 0,0760 g zu 1,5 ccm 
Wasser gelost, c = 5,06; «2° = + 0,47 [a]2° = + 9,29°% 

In einem besonderen Versuch verfolgten wir die Aminierungsgeschwin- 
digkeit. 2g 1(—)-a-Brom-f-trimethyl-propionsiure wurden mit 12 ccm 
25°/,igem Ammoniak iibergossen und bei 37° aufbewahrt. Nach 7 Stunden 
waren 30°/,, nach 25 Stunden 46°/,, nach 46 Stunden 60°/, und nach 
79 Stunden 75°/, des Broms abgespalten. 

l(—)- und d(+)-«-Brom-#-trimethyl-propionylehlorid. 38g 

—)-e-Brom-f-trimethyl-propionsiure wurden mit 90 g Thionylchlorid iiber 
Nacht stehen gelassen, dann 4 Stunden auf 70° erwidrmt und schlieBlich 
noch '/, Stunde auf dem siedenden Wasserbad belassen (Riickflu8). Nach 
Abdestillation des iiberschiissigen Thionylchlorids im Vakuum ging das 
Siurechlorid bei Siedep.,, 68—70° tiber. 2 ccm Sdurechlorid wiegen bei 
20° 2.7467 g; D20° = 1,8734; «235° = — 20,25 [a]? 95° = — 14,73 

In entsprechender Weise wurde die d(+)-a-Brom-j-trimethy]-propion- 
siure in das Siurechlorid verwandelt. 2ccm wiegen bei 20° 2,7510 g; 
D2 = 1.3755; 022° = + 19,95°, [«]22° = + 14,50°. 

l(—)-e0-Brom-§-trimethyl-propionyl-1-tyrosin. Seine Darstellung 
aus Tyrosinester und 1-(—)a-Brom-#-trimethyl-propionylchlorid war die 
iibliche (Emil Fischer). Da es nicht gelang, den gebildeten «-Brom-(-tri- 
methyl-propionyl-tyrosinester zur Krystallisation zu bringen, wurde un- 
mittelbar verseift. Der sirupése Riickstand wurde zu diesem Zwecke in 
50 cem n-Natronlauge gelést (geht sehr langsam in Lésung). Die Lésung 
blieb iiber Nacht stehen, dann erfolgte Zusatz von 50 ccm n-HCl. Das 
ausgefallene Ol wurde abgetrennt und mehrmals mit Wasser gewaschen. 
Um das schlieBlich amorph erstarrende Produkt von etwa beigemengtem 
Kochsalz zu befreien, wurde es in Alkohol gelést, die Lésung unter Zusatz 
von Tierkohle gekocht und filtriert. Beim Einengen des Filtrates im Vakuum 
erhielten wir den Bromkérper in Form eines amorphen Pulvers, das nach 
vorhergehendem Sintern bei 101° schmolz. Ausbeute bei Anwendung von 
10,9 g 1-Tyrosinithylesterhydrochlorid und 5g 1(—)-a-Brom-(-trimethyl- 


propionylchlorid: 5g. Zur Analyse wurde in der Trockenpistole getrocknet, 
wobei die Temperatur allmihlich bis auf 80° gesteigert wurde. 


0,0369 g Subst. verbr. nach Kjeldahl 1,03 cem n/10-H,SOQ,. 
Ber. fiir C,;H,)O,NBr (358,15) 3.92°/, N, gef. 3,91°/, N 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COX XVIII. 13 
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Aminierung. Der Versuch, Brom gegen NH, auszutauschen, miBlang 
sowohl bei Anwendung von 25°/,igem wiBrigem Ammoniak, als auch beim 
Einwirkenlassen von fliissigem Ammoniak. 

In gleicher Weise, wie eben beschrieben, stellten wir d(+)-a-Brom- 
é-trimethyl-propionyl-l- und d-tyrosin dar und ferner l](—)-«- 
Brom-#-trimethyl-propionyl-d-tyrosin. Das d-Tyrosin gewannen 
wir aus d,l-Tyrosin tiber die Benzoylverbindung. Die Zerlegung wurde in 
bekannter Weise (Emil Fischer) mittels Cinchonins durchgefiihrt. Die 
folgende Tabelle enthilt die Analysen- und Drehwerte der dargestellten 


Produkte. 

















Analyse Mikrorohr 
, Aus mS wa = 
CisH_o0,NBr (358,15) fpente va0-|.N | N @ 8/3 
Subst. n/10- ber get Subst. 3 Ps = © t o', 
tag ‘| ' CoP on ey 
gs | 8 |verbr.| % |‘ | & ja® wt 











Pieces ig 15,0 | 0,0869 : 
a |5,8 0,0891) 2,58 3,92 4,06 00722) 1,5 | 4,81 | 27 42,4941, 
\ ra Brom finethy- has |oorao, 906 92 870] 001018500 26-3 
a ke a | \4,8 0,0967| 2,68 8,92 3,88 0,0781) 1,5 | 5,21 | 26 |-0,41- 1 1 





1,03 (3,92 3,91 | 0,0980 





























l(—)-«-Brom-f-trimethyl-propionyl-l(+)-pseudoleucin. Die 
Darstellung erfolgte in bekannter Weise. Nach erfolgter Kuppelung fiel der 
Bromkérper nach Ansiuern in fester Form aus. Schwer léslich in Wasser, 
leicht léslich in organischen Lésungsmitteln. 


0,0435 g Subst. verbr. nach Kjeldahl 1,40 cem n/10-H,SQ,. 
Ber. fiir C,,.H,.0,NBr (308,11) 4,55°/, N, gef. 4,51°/, N. 
0,0756 g Subst., in absolutem Alkohol gelést, aufgefiillt auf 1,5 ccm, 
¢ = 5,03, «22° = +4+0,27° im 1 dm-Rohr, [«]2°° = + 5,37° 
d(+)-«-Brom-#-trimethyl - propionyl-d(—)-pseudoleucin. 
Darstellung und Eigenschaften wie zuvor angegeben. 
0,0505 g Subst. verbr. nach Kjeldahl 1,55 cem n/10-H,SO,. 
Ber. 4,55°/, N, gef. 4,30°/, N. 
0,0748 g Subst., in absolutem Alkohol gelést, aufgefiillt auf 1,5 ccm, 
ce = 4,98, «23° =— 6,25° im 1 dm-Rohr, [a]?°° = — 5,02° 
d(+)-«-Brom-#-trimethyl-propiony]-l(+)-pseudoleucin. 
0,0455 g Subst. verbr. nach Kjeldah! 1,45 cem n/10-H,SQ,. 
Ber. 4,55°/, N, gef. 4,47°/, N. 


0.0766 g Subst., in absolutem Alkohol gelést, aufgefiillt auf 1,5 ccm, 
e = 5,1, «28° = + 0,77° im 1 dm-Rohr, [o]?*° = + 15,1°% 


Spez. Drehung (abs. Alkohe) ; 


2,0 | 4,90 | 27 40,364 1 
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](—)-a-Brom-#-trimethyl-propiony]-d(—)-pseudoleucin. 
0,0423 g Subst. verbr. nach Kjeldahl] 1,40 cem n/10-H,SO,. 
Ber. 4,55°/, N, gef. 4,63°/, N. 


0,0750 g Subst., gelést in absolutem Alkohol, aufgefiillt auf 1,5 ccm, 
e = 5,0, «23° =— 0,74° im 1 dm-Rohr, [o]?° = — 14,8° 


Wir haben die Aminierungsgeschwindigkeit des d(+)-a-Brom- 
§-trimethyl-propionyl-1(+)-pseudoleucins gepriift. 1,8 g Substanz wurden in 
45 eem Alkohol (wasserhaltig) gelést und die Lésung bei 0° mit Ammoniak 
gesittigt und bei 37° stehen gelassen. Nach 5 Tagen waren 17,5°/,, nach 
23 Tagen 40°/, und nach 30 Tagen 43,3°/, Brom abgespalten. Es gelang 


| nicht, ein Aminierungsprodukt zu isolieren, die Ninhydrinreaktion war 


negativ. Offenbar war es zur Bildung ungesittigter Verbindungen ohne 
Eintritt der NH,-Gruppe gekommen. 

Einwirkung von Trypsin auf die 4 stereomeren a-Brom- 
j-trimethyl-propionyl-tyrosine. Angewandt wurden '/,, molare 
Lisungen, die durch Einwiegen von 0,1791 g Bromacylverbindung, Auf- 
lésen in 0,75 cem n-NaOH, Einstellen mit 0,25 cem n/1-HCl auf pg 8,4, 
Zufiigen von 5,0 cem Phosphatpuffer (py 8,4) hergestellt wurden. Hinzu- 


1 gefiigt wurden 2 ccm Trypsinlésung, deren Wirksamkeit kontrolliert war. 
' SchlieBlich wurde mit Phosphatpuffer auf 10,0ccm aufgefiillt. Zur Bestimmung 
_ des Stickstoffzuwachses nach van Slyke wurden je 2 ccm verwendet. Die 


Bestimmungen wurden immer in genau 5 Minuten vollendet. 





°/, Aufspaltung 





ecm Ny 

















Leerbestimmung (ohne Substrat). 


765 


26 


0,50 





| Nach Stunden Pp t 
d(+)-a-Brom--trimethy]l-propiony]-1-tyrosin. 
0 762 25 0,68 _ 
4,5 163 24 0,69 0,4 
24 7162 23 0,75 2,9 
1(—)-a-Brom-f-trimethy]-propiony]-l-tyrosin. 
0 7162 25 0,70 — 
4,5 763 24 0,81 4,6 
24 762 23 0,88 1,5 
1(—)-a-Brom-#-trimethyl-propiony]l-d-tyrosin. 
0 762 25 0,58 nin 
4,5 763 24 0,61 1,2 
24 762 23 0,63 2,1 
d(+)-«-Brom-f-trimethyl-propiony]-d-tyrosin. 
0 762 25 0,56 di 
4,5 763 24 0,56 0 
24 762 23 0,57 0,4 


Bei Wiederholungen der Bestimmungen ergab sich wiederum, da8 nur 
das 1(—)-e-Brom-f-trimethyl-propionyl-l-tyrosin angegriffen war. 

Versuche iiber die Geschwindigkeit der Abspaltung von Brom 
mit 2n-NaOH bei 37°. Angewandt wurden '/,, molare Lésungen (0,1791 g 
13* 
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der Bromacylverbindungen mit 2 n-Natronlauge zu 10 ecm gelost). 
meidung von Temperaturschwankungen wurden alle Lésungen gleichzeitig 
angesetzt und im Thermostaten gehalten. 
wurden zu gleicher Zeit entnommen. 
nach Volhard. 2 ccm wiirden bei 100°/,iger Bromabspaltung 4,0 cem 
n/40-AgNO,-Lésung verbrauchen. 


Die Proben fiir die Titrationey 
Titriert wurde mit n/40-Lésungen 








Nach Stunden 


ecm nid AgNO, 








1(—)-«-Brom-§-trimethy]-propiony]-l-tyrosin. 


ilo ee 


d(+)-a-Brom-f- teinethyl- prepionss 1. -tyrosin. 


7 
18 


4,5 
14,5 


9 
22,5 


yl-d-tyrosin. 


d(+-)-«-Brom-§-trimethyl-propionyl-d-tyrosin. 


0 0,07 
70 0,35 
190 0,80 
0 0,07 
70 0,25 
190 0,65 
1(—)-o-Brom-f-trimethy|-propion 

0 0,13 
70 0,48 
190 1,03 
0 0,07 
70 0,25 
190 0,60 


Der Versuch wurde mit dem gleichen Resultat wiederholt. 
daB sich das Silberbromid vor dem Zuriick- 





sei noch zu den Titrationen, 


titrieren mit Ammoniumrhodanid gut zusammengeballt haben muB (Schwenken 
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P t 
l(- \ a- aise B- ueteneliay propionyl- a( _). sescuiiialavdiite. 
0 T55 21 0,23 
24 754 22 0,31 
1(—)-«-Brom-f-trimethy]-propiony]-l(+ )-pseudoleucin. 
0 155 21 0,34 
24 154 22 0,40 
40 753 22 0,43 
d(+)-a-Brom-f-trimethy]-propiony]-l(+)-pseudoleucin. 
0 754 23 0,25 
23 153 22 0,30 
d(+)-«-Brom-f-trimethyl-propionyl-d(—)-pseudoleucin. 
0 751 23 0,26 
22 753 22 0,28 
Lésung ohne Substrat. 
| 755 | 21 | 0,24 
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des Erlenmeyerkolbens!), da sehr feinverteiltes AgBr mit Ammoniumrhodanid 
eine Umsetzung eingeht. 


Einwirkung von Trypsin auf die stereomeren o-Brom-é-trimethy]- 
propionyl-pseudoleucine. Angewandt wurden n/10 molare Lésungen. 
Kingewogen 0,3081 g Substanz, aufgelést in 1,5 ccm n- Natronlauge, Zusatz 
yon 0,5 cem n-HCl, Einstellung auf py 8,4, Zusatz von 6cem Phosphat- 
puffer und 2 ccm Trypsinlésung. Fiir die van Slykemethode je 2 ccm Lé- 
sung verwendet. (Vgl. vorstehende Tabelle.) 


Zusammenfassung. 


(+-)-Pseudoleucin gehért seiner Konfiguration nach der 1-Reihe 
an. Bei der Uberfiihrung von 1- und entsprechend von d-Pseudo- 
leucin in die zugehérige «-Brom-f-trimethyl-propionsiure findet kein 
Konfigurationswechsel statt. Dafiir spricht, da’ von den unter- 
suchten vier raumisomeren «¢-Brom-f-trimethyl-propionyl-tyrosin- 
baw. -pseudoleucin-Verbindungen nur die Kombination (—)-¢-Brom- 
j-trimethyl-propionyl-l-tyrosin bzw. -l-pseudoleucin von ‘Trypsin, 
wenn auch sehr schwach (jedoch regelmiBig) angegriffen wurde. 
Ferner war die Geschwindigkeit der Bromabspaltung bei den Ver- 
bindungen (—)-«-Brom-f-trimethyl-propionyl-d-tyrosin und (-+-)-e- 
Brom-f-trimethyl-propionyl-l-tyrosin bzw. den entsprechenden 
Pseudoleucin enthaltenden Verbindungen am gréBten. In allen 
bisher untersuchten entsprechenden Fiillen erfolgte die Brom- 
abspaltung bei den d,l- bzw. 1,d-Verbindungen am raschesten. Es 
unterliegt keinem Zweifel, daB wir in der Verfolgung der Ge- 
schwindigkeit der Bromabspaltung aus raumisomeren Halogenacyl- 
aminosiuren ein Mittel zur Aufklirung der Konfiguration besitzen. 
Bei der Uberfiihrung der optisch-aktiven «-Brom-§-trimethyl- 
propionsiiuren in die zugehérigen Aminosiiuren entstehen Ver- 
bindungen von der Konfiguration der Ausgangsverbindung. Ks 
findet somit bei der Uberfiihrung von l- bzw. d-Pseudoleucin in 
die zugehérige @-Bromfettsiiure und bei der nachfolgenden Ami- 
nierung kein Konfigurationswechsel statt. 
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Die Aktivierungsfaihigkeit des Papains, 
angewendet auf eine Bestimmungsmethode 
physiologisch aktiver Stoffe in Blut. 


Von 


Arnulf Purr und Mary Russel’). 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. August 1934.) 


Aus friiheren Arbeiten [A. Purr’)], welche die Aufklirung 
der reversiblen Inaktivierung von Papain und Kathepsin, sowie 
die Reaktivierung dieser inaktiven Enzymkomplexe zum Gegen- 
stand hatten, wurde klar, daf man insbesondere im inaktiven 
Papain ein ausgezeichnetes Mittel in der Hand hat, Stoffe zu 
bestimmen, welche anscheinend fiir den Ablauf physiologisch 
wichtiger Lebensvorgiinge, wie z. B. der intracelluliren Proteolyse, 
notwendig sind. Seitdem es ferner bekannt ist [A. Purr?)], dat 
der am Papain und Kathepsin durch den Vitamin C—Kisen (I])- 
Komplex hervorgerufene Aktivierungsvorgang mit einer Bildung 
von aktivierungsfihigen Sulfhydrylverbindungen zusammenhingt, 
ist wohl auf dieser Grundlage und anderer bekannter Forschungs- 
ergebnisse [W. Grassmann®), E. Waldschmidt-Leitz‘)] mit 
Sicherheit anzunehmen, da Sulfhydrylverbindungen nur allein 
fiir eine solche Aktivititssteigerung an den zwei genannten Enzyn- 
komplexen verantwortlich zu machen sind. Somit wird es wahr- 
scheinlich, daB jede Aktivitiitssteigerung von Papain und Kathepsin, 
die auch durch andere bis jetzt noch unbekannte physiologisch 
aktive Verbindungen, die selber keine aktive SH-Gruppe tragen. 
hervorgerufen ist, mit einer Bildung solcher Sulfhydrylverbindungen 
zusammenhingt. 


) Philadelphia, im August 1934. 

2) Biochemie. J. im Druck. 

3) W. Grassmann, H. Dyckerhoff u. 0. v. Schoenebeck, Diese 
Z. 186, 188 (1929/30). 

4) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Diese Z. 198, 260 (1930). 
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Ks war daher eine lohnende Aufgabe, ein Bestimmungs- 
yerfahren fiir derartig physiologisch aktive Verbindungen im Blute 
auszuarbeiten, um mit deren Hilfe Vergleiche zwischen dem intra- 
cellularen Stoffwechsel gesunder und z. B. mit Krebs befallener 
Organismen zu ziehen. Dafiir war es nur notwendig, eine ein- 
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Wigs 1. 
Aktivierungsgrad des Papains und Cysteinchlorhydrat- bzw. Glutathionmenge. 
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Fig. 2. 
Aktivierungsgrad des Papains und Menge aktiver SH-Gruppe. 
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heitliche Grundlage fiir die verschiedenen Aktivatoren des Papains 
zu schaffen. Diese ist in den friiheren experimentellen Befunden?) 
und der sich auf sie griindenden SchluBfolgerung gegeben, daB 
nur Sulfhydrylverbindungen fiir die Aktivitaitszunahme verant- 
wortlich zu machen sind. Es wurde daher als MaB der Aktivitit 
fi soleh physiologische Verbindungen in dem jeweils unter- 
suchten Versuchsmaterial, z. B. Blut, die Beziehung zwischen 
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aktiver SH-Gruppe und der durch diese ausgeliésten Papainaktivitit, 
wie aus Fig. 2 ersichtlich ist, zugrunde gelegt. Dieser Beziehung 
liegt der Verlauf des Aktivierungsvorganges am Papain durch 
Cysteinchlorhydrat, beziehungsweise Glutathion und der aus den 
letzteren Verbindungen errechneten aktiven SH-Gruppe, zugrunde 
(vgl. Fig. 1), | 

Versuchsteil. 


1. Aktivierungsgrad des Papains und die Cysteinchlorhydrat. 
bzw. Glutathionmenge und die daraus berechnete aktive SH-Gruppe. 
Versuchsansatz: Zu je 2,0 ccm eines wibrigen klaren Papainextraktes 
(1:50), hergestellt durch 6 stiindige Extraktion eines kiuflichen Merck- 
schen Papainpulvers®), wurden wechselnde Mengen Cysteinchlorhydrat 
bzw. Glutathion zugesetzt und das Enzym nach jedem solchen Zusatz bei 
Po = 7,0 und 37° 15 Minuten aktivieren gelassen. Nach dieser Zeit wurden 
zu jedem Versuchsansatz 5,0 cem 8°/, ige Gelatine (Kahlbaums Goldgelatine) 
zugesetzt und mit 2,0 cem m/1-Acetatpuffer von py = 5,0 das Gesamt- 
volumen von 25,0 cem eines jeden Ansatzes auf py = 5,0 eingestellt: 
10,0 cem des Versuchsansatzes wurden sofort entnommen und die anderen 
10,0 cem nach einer Verdauungszeit von 1 Stunde bei 37°. Aus der Diffe- 
renz der Werte fiir die NH,-Gruppen, die nach der van Slykeschen Be. 
stimmungsmethode ermittelt wurden, konnte erkannt werden, welcher Akti- 
vitiitsgrad am Papain erreicht worden war; er wurde in ccm 0,05 n-KOH 
ausgedriickt (Mikrobiirette). 
































Zusiitze in 10,0 cem Papainaktivitit | Aktivierungseffekt 

des Versuchsansatzes in 0,05 n-KOH in 0,05 n-KOH 

es i8 B2 ie g 2 - | a | fs 
35 ap /2 = © Lie = | 9 a | © 
SEe|SEER SP IBSER/ GE & | 2 | ed | #8 
Be 88s ,.|/8,/s8o_| hs) &@ | 8 | Be] BS 
SL oS e a BS 5 Ry Ad ‘> Zs oe) = 
Ss Mam | a Hw . | = w 
0,00 0,00 0,00 | 0,00 1,00; — | ee 0,00 0,00 
0,50 , 0,104 | 0,75 | 0,080 1,60 | 1,50 0,60 0,50 
0,60 | 0,125 | 1,20 | 0,129 1,85 | 1,85 0,85 0,85 
0,76 | 0,159 | 2,40 | 0,258 | 2,25 | 2,80 1,25 1,80 
1,00 | 0,209 | 4,80 | 0,516 2,65 | 3,20 | 1,65 | 2,20 
2,00 | 0,419 | 6,00 | 0,645 3,15 | 38,50 2,15 | 2,50 
4,00 | 0,838 | 10,00 | 1,087 3,60 | 3,90 2,60 | 2,90 
8,00 | 1,676 | 15,00 | 1,615 4,00 | 4,00 3,00 3,00 
2095 > — | — 3,95 | — 2,95 | — 


10,00 


5) In einer besonderen Versuchsreihe wurde durch ein reversibel in- 
aktiviertes und gereinigtes Papainpriiparat, hergestellt nach einer friiher 
gegebenen Vorschrift [Purr*)], die Empfindlichkeit des Aktivierungsgrades 
durch Sulfhydrylverbindungen nicht erhéht gefunden, so daB der Ein- 
fachheit halber obiges Papainpriiparat vorgezogen wurde. 
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Aus den Versuchszahlen der vorhergehenden Tabelle, welche 
den Verlauf des Aktivierungsvorganges am Papain durch Cystein- 
chlorhydrat und Glutathion wiedergibt (vgl. auch Fig. 1), wurde 
durch Berechnung der aktiven SH-Gruppe aus der verwendeten 
Menge der genannten Sulfhydrylverbindungen eine einheitliche 
Grundlage geschaffen, vermége welcher jede am Papain hervor- 
gerufene Aktivierung durch die verschiedenen bis jetzt bekannten 
Aktivatoren, wie Cystein, Glutathion®), fixierte SH-Proteine’) und 
Vitamin C—Hisen (II)- Komplex®), durch eine direkte Ablesung 
von der Standardkurve der Fig. 2 in Milligramm aktiver SH- 
Gruppe ausgedriickt werden kann. 

Aus der Fig. 2, welche auSer der genannten Standardkurve 
noch die Beziehung der aktiven SH-Gruppe und der Papain- 
aktivitat wiedergibt, ist zu ersehen, da8 zwischen der Aktivierungs- 
leistung von Glutathion und Cysteinchlorhydrat, auf dieser Grund- 
lage verglichen, kein Unterschied besteht, so daB die Bezeichnung 
Standardkurve fiir den Vergleich der verschiedenen konstituierten 
Aktivatoren am Papain eine gewisse Berechtigung hat. Durch 
diese Standardkurve der Fig. 2 ist man also in die Lage ver- 
setzt, iiber das Vorkommen solcher Papainaktivatoren in den 
verschiedenen Gewebsteilen tierischer und pflanzlicher Herkunft 
gewisse Aussagen zu machen. Ks ist nur darauf zu achten, dab 
der am Papain ausgeléste Aktivierungseffekt durch das jeweils 
untersuchte Versuchsmaterial in einer solchen GréBenordnung 
liegt, daB bei der Ablesung aus der Standardkurve der Fig. 2 
die dazu gehérigen Milligramm aktiver SH-Gruppe nicht iiber 
den Betrag von 0,3 mg zu liegen kommen (steiler Verlauf der 
Kurve). 

2. Aktivierung des Papains durch gesundes Blut verschiedener 
Herkunft im Vergleich mit Blut krebsbefallener Organismen. Fiir 
die einzelnen Versuchsreihen kam Blut von gesunden Ratten und von 
solehen in Verwendung, in welche das Sarkom Philadelphia 1%) mit Erfolg 
inokuliert worden war. 

Das Blut wurde wie folgt entnommen: den méglichst gleichalterigen 
Tieren, die mittels Athers leicht narkotisiert waren, wurde die Brusthéhle 
mit einem Schnitt geéffnet und durch Sondierung des Herzens so rasch 
als méglich das Blut entnommen und in ein vorbereitetes GefiB gebracht, 
das fiir 1 eem entnommenes Blut 0,02 eem 30°/, iges K-Oxalat enthilt, wodurch 
nach guter Vermischung die Gerinnung des Blutes verhindert wurde. Von 
dieser so vorbereiteten und mit destilliertem Wasser auf das Doppelte ver- 


*) E. Maschmann u. E. Helmert, Diese Z. 223, 127 (1934). 
‘) E.Waldschmidt- Leitz u. E. Me Donald, Diese Z. 219, 115 (1933). 
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diinnten Blutprobe kamen 0,10 cem fiir den Aktivierungsversuch zur An. 
wendung. Seine Durchfiihrung gestaltete sich wie folgt: Zu 2,0 cem des 
erwihnten wiBrigen Papainextraktes (1:50) wurden 0,10 ccm (das sind 


0,05 cem urspriingliches Blut) von der oben praparierten Blutprobe zu- 
gesetzt und 15 Minuten bei pp = 7 und [37° aktivieren gelassen. Nach 


dieser Zeit wird der am Papain ausgeliéste Aktivierungseffekt wie friiher 




































































Aktivierungseffekt | Aktivie- | Aktivie- Blut- 
: rungseffekt | rungseffekt} kérperchen 
Herkunft in ecm in mg in mg-°), |— 
| des 0,05 n-KOH aktivem SH|aktivem SH r| ¢ Ae 
— Blut | Blut Blat-| 2= (8 24 
ut- ut- ut-| © Fas 
Blut zellen Plasma) Blut zellen Blut zellen z S = 
Albinoratten | 0,80 | 0,80 | 0,05 | 0,11 | 0,11 | 550 | 550 | 5,18 | — 
nicht [ois | — fois | —~— [ee] — | ep] — 
inokuliert 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,14 | 0,14 | 700 | 700 | 717] — 
0,80 | 0,80 | 0,00 | 0,11 | 0,11 | 550 | 550 | 7,30 | 5,70 
0,75; — | — |0,09| — | 450} — | 6,55) 6,40 
080| — | — {0,11} — | 550} — | 6,25 | 5,80 
1,25; — | — |0,18| — | 900] — | 9,06 | 809 
0,95 | 1,00 | 0,05 | 0,14 | 0,14 | 700 | 700 | 9,20 | 8,40 
125| — | — |0,18| — | 900} — | 880] 5,50 
aim | Fos) ~~ DR ee Fe Gj 
090, — | — | 013; — |} 650; — | — | — 
Albinoratten | 0,80 | — — 0,11 | — | 550} — 5,96 | — 
inokuliert mit} 0,50 | 0,50 | 0,00 | 0,07 | 0,07 | 350 | 350 | 629 | — 
dem Sarkom‘)| 0,50 | 0,60 | 0,05 | 0,07 | 0,08 | 350 | 400 | 10,78 
Philadelphia 1] 060 | — | — 0,08 | — | 400; — — — 
0; — | ~— 1667) — eee] — | tet |tee 
045/ — | — |006| — | 800} — | 5,78] 4,20 
045| — | — {1006} — | 300} — | 7,73 | 28,40 
0,65 | 0,70 | 0,00 | 0,09 | 0,09 | 450 | 450 | 9,09 | 21,70 
0,80 | 0,60 | 0,05 | 0,11 | 0,08 | 550 | 400 | 6,11 | 9,11 
0,70; — | — {0,10} — | 500} — | 5,62 | 23,60 
Gesunde 0,90 | — — 0,18 | — | 825; — 5,14 | 7,70 
Menschen 1,00 | 1,00 | 0,05 | 0,14 | 0,14 | 350 | 850 | 4,55 | 8,10 
1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,14 | 0,14 | 350 | 350 | 4,79 | 3,70 
0,90 | — 0,13 | — | 825; — — 
0,95 | — — |0,14; — | 350; — — — 
Krebskranke | 0,45 | 0,50 | 0,00 | 0,06 | 0,07 | 150 | 175 | 4,84 | 9,50 
Menschen®) | 0,40 | — _ 006; — | 150; — 5,24 | 7,50 
0,35| — | — |005} — | 125} — | 3,05 | 3,70 
0,50 | 0,45 | 0,00 | 0,07 | 0,06 | 175 | 150 | 3,93 | 10,40 
0,40 | 0,50 | 0,00 | 0,06 | 0,07 | 150 | 175 | 4,52 | 3,99 
0,45 | — — {006| — | 150} — — | — 
\ | 1 


8) Zur histologischen Charakterisierung des Sarkoms Philadelphia |, 


vgl. Diese Z. 219, 121 (19338). 
% In den meisten Fillen handelt es sich um Adenocarcinome und 


Carcinome der Prostata. 
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angegeben durch Zugabe von 8°, Gelatine bei py = 5,0 gemessen. 
Gesamtvolumen des Ansatzes 25,0 ccm. Die Angaben des Aktivierungs- 
effektes beziehen sich auf 10 cem und sind sowohl in Kubikzentimeter 
0,05 n-KOH, als auch in Milligramm aktiver SH-Gruppe ausgedriickt und 
beziehen sich auf 0,02 cem bzw. 100 ccm (mg-°/,) urspriingliches Blut. 

Um die einzelnen Blutkomponenten auf ihre Aktivierungsfihigkeit zu 
untersuchen, wurden wie iiblich die Blutzellen vom Plasma abzentrifugiert. 
Dabei wurde die nachherige Verdiinnung der abgetrennten Blutzellen und 
des Plasmas so gewihlt, daB ein direkter Vergleich der Versuchsergebnisse 
mit dem urspriinglichen Blut méglich war. AuBerdem wurde in den meisten 
Fillen gleichzeitig der Betrag an roten und weifSen Blutkérperchen er- 
mittelt. 

Menschenblut wurde der Vene entnommnn. Es wurde genau wie 
Rattenblut verarbeitet. Die Angaben beziehen sich auf 0,04 cem urspriing- 
liches Blut und sind ausgedriickt wie oben angegeben. 

Das Blut von krebserkrankten Organismen unterliegt also in 
bezug auf die Fahigkeit Papain zu aktivieren gewissen Verinde- 
rungen, die man aus der Abnahme des ausgelisten Aktivierungs- 
effektes im Vergleich mit der Aktivierungsfihigkeit von Blut 
gesunder Organismen ersehen kann. In letzterem Falle laBt sich 
eine bedeutend héhere Aktivierung von Papain beobachten. Es 
ist wohl mit Sicherheit anzunehmen, daf dieses verschiedene Ver- 
halten des Blutes von krebserkrankten Organismen auch funk- 
tionelle Veriinderungen in den allgemeinen Stoffwechselvorgiingen 
in solechen Organismen nach sich zieht. Unterstiitzt wird diese 
Annahme von Vorstellungen iiber synthetische Vorgiinge der Krebs- 
zelle, die sicher auf den energetischen Haushalt des gesamten 
Organismus von ausschlaggebendem KinfluB sind. Wenn obige 
Versuchsresultate zeigen, daB Blut von einem krebsbefallenen 
Organismus in der Fihigkeit Papain zu aktivieren abgeschwicht 
ist und sich damit energieirmer erweist als das Blut von ge- 
sunden Organismen, so stiitzt das die oben dargelegten Vor- 
stellungen. 

Die Tabelle zeigt ferner, daB die Papainaktivatoren des 
Blutes allein in den Blutzellen zu suchen sind, wihrend das 
Plasma praktisch frei von solchen Aktivatoren ist. Der Gehalt 
an roten und weiBen Blutkérperchen in den einzelnen Blutproben 
zeigte keine gesetzmiBige Abhiingigkeit zwischen diesen Zellen 
und dem ausgeliésten Aktivierungseffekt am Papain auf. 

3. Aktivierung des Papains mit wechselnden Mengen Venen- 
blutes von gesunden und krebserkrankten Menschen. Versuchs- 
ansatz: Venenblut von gesunden und krebserkrankten Menschen wurde 


Wie angegeben mit K-Oxalat behandelt und daraufhin das Papain mit 
Wechselnden Mengen Blut aktivieren gelassen und wie iiblich der Akti- 
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vierungsefiekt bestimmt. Kontrollversuche wurden durchgefihrt: a) mit 
derselben Menge Blut und Papain ohne Zugabe von Gelatine, b) mit der- 
selben Menge Blut und Gelatine ohne die Zugabe von Papain, wobei sich 
das Blut unter diesen Versuchsbedingungen als enzymfrei erwies. 






































Venenblut gesunder Menschen | Venenblut krebserkrankter Menschen 
ae ig * Kon- | a | Kon- 

Aktivierungs- Aktivierungs- | 
Blutmenge effekt troll- Blutmenge effekt | troll- 
in 10 cem vers. 4/1 in 10 ccm | vers. 
des Ansatzes | in cem| in mg | in cem| 4s Ansatzes} in cem | in mg | in cem 
in ccm 0,05n- jaktivem) 0,05 n- in cem_ | 0,05n- |aktivem| 0,05n- 
KOH | SH | KOH | KOH SH | KOH 

= — = ————— — <a acSNAS RI EEENISENPaD SINNER — ~— = = ——— io eae eanee nena 

0,01 0,10 | 0,02 | 0,00 0,01 0,05 | 0,01 0,00 
0,02 | 0,85 | 0,05 | 0,00 0,02 0,15 | 0,02 | 0,00 
004 | 075 | 010 | 0,00 0,04 0,40 | 0,06 | 0,00 
0,06 | 1,00 | 0,14 | 0,00 0,06 | 0,75 | 0,10 | 0,00 
0,08 *1,10 | 0,15 | 0,15 0,08 *0,85 | 0,12 | 0,20 
0,10 | *1,20 | 0,16 | 0,25 0,10 0:90 | 0,13 | 0,30 











* Kontrollversuch a abgezogen. 














—_ Biut von gesunden Menschen 

E --o- Bit von krebserkrankten Menschen 

§ «| 

A °| 

& | a 

es al 

2 St a 

= | 

= | 

a 

gS 

2 

= 

o 4 
0 0,05 010 

—*s Venenblut mecm 


Fig. 3. 
Blutmenge und Papainaktivierung im Vergleich mit gesunden und krebserkrankten Menschen. 


Die am Rattenblut gemachten Befunde konnten also be- 
stitigt werden. Es zeigt sich auch hier, da8 Blut von krebs- 
erkrankten Menschen Papain nicht so gut zu aktivieren vermag, 
wie Blut gesunder Menschen. Aus der Fig. 3, welche in be- 
sonders klarer Weise das Gesagte wiedergibt, ist ferner zu ersehen, 
daB es angezeigt ist, nicht mehr als 0,02-—0,06 ccm urspriingliches 
Blut fiir 10,0 com des Aktivierungsansatzes zu verwenden (steiler 
Verlauf der Kurve); denn wie man sieht, kann ein Uberschul 
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an Blut den Aktivierungseffekt am Papain nicht bedeutend 
weiter erhdhen. 

An den Versuchsergebnissen der zwei vorhergehenden Tabellen 
fallt auf, daB das im Blut vorhandene Glutathion an der Ge- 
samtleistung der ausgelésten Aktivierung am Papain nur mit 
einem sehr geringen Bruchteil beteiligt sein kann; denn der 
ausgeléste Aktivierungseffekt steht der GréSenordnung nach nicht 
im EKinklang mit dem Vorkommen des Glutathions im Blut?%). 
Es muB daher der weitaus gréBte Teil der beobachteten Akti- 
vierungsleistung durch andere im Blut vorkommende Aktivator- 
systeme hervorgerufen werden. Man hat also in Anwendung des 
hier entwickelten Arbeitsverfahrens ein ausgezeichnetes Mittel in 
der Hand, solch physiologisch aktive Systeme im Blut zu erkennen. 

4. Aktivierung des Kathepsins durch Blut. Es lohnte sich zu 
untersuchen, inwieweit die Blutzellen einen kriftigen Aktivator ebenso 
wie fiir das Papain auch fiir Kathepsin enthalten. Versuchsansatz: 
6,0 cem eines inaktiven Kaninchenleber-Glycerinextraktes (1 : 10), hergestellt 
nach friiheren Angaben?) aus einer mit Aceton—Ather getrockneten Kanin- 
chenleber, wurden mit 0,40 cem einer wie vorher beschriebenen Blutprobe 
von gesunden Ratten (enthaltend 0,20 ccm urspriingliches Blut) versetzt und 
15 Minuten bei pp = 7 und 37° aktivieren gelassen. Nach dieser Zeit 
wurde der Aktivierungseffekt wie iiblich durch Zugabe von 5,0 ccm 8°/,iger 
Gelatine bei py = 4,0 und 37° gemessen; Verdauungszeit 24 Stunden, Ge- 
samtvolumen 25 cem. Die Angaben beziehen sich auf 10 ccm des Ansatzes 
bzw. auf 0,08 cem urspriingliches Blut und sind ausgedriickt in Kubik- 
zentimetern 0,05n-KOH. 


























, , Aktivierungseffekt 
Aktivatormenge in 10 cem des Ansatzes in 0,05n-KOH 
8 eid ecg ay So ee we Hw. 0,00 
Mit 8 mg Cysteinchlorhydrat. ......... 1,00 
Mit 0,08 cem gesunden Rattenblutes. ..... . 0,50 
Ee ee 0,50 
ae eee a 0,08 
Kathepsin + 0,08 cem Rattenblut ohne Gelatine . 0,05 
0,08 cem Rattenblut + Gelatine ohne Kathepsin . 0,00 


Wie erwartet, zeigen die Versuchsergebnisse der T'abelle, daB 
auch Kathepsin durch Blutzellen aktiviert wird. Es ist somit 
durch diesen Befund eine weitere Klirung in der Frage der 
Aktivitat der intracelluliren Proteolyse im Organismus erbracht 
worden. 


10) Vgl. dazu G. E. Woodward u. E.G. Fry, J. of biol. Chem. 97, 
465 (19382). 
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Zusammenfassung. 


Es wird eine Bestimmungsmethode fiir physiologisch aktive 
Verbindungen (Papainaktivatoren) im Blut beschrieben. Als Mag 
der Aktivitit fiir solch physiologische Verbindungen ist die Re. 
ziehung zwischen aktiver SH-Gruppe und der durch diese aus. 
geliésten Papainaktivitét zugrunde gelegt (Fig. 2). Dieser Be. 
ziehung wiederum liegt der Verlauf des Aktivierungsvorganges 
am Papain durch Cysteinchlorhydrat bzw. Glutathion und der 
aus den letzteren Verbindungen errechneten aktiven SH-Gruppe 
zugrunde (Fig. 1). 

Die Anwendung dieses Verfahrens beim Vergleich der Akti- 
vierungseffekte ausgelést am Papain durch Blut von gesunden 
und krebsbefallenen Organismen ergab, da letzteres Blut eine 
geringere Aktivierungsfihigkeit besitzt, als Blut gesunder Orga- 
nismen (Fig. 3). Diese Papainaktivatoren des Blutes kommen 
ausschlieBlich in den Blutzellen vor. 

Es wird gezeigt, daB auch Kathepsin durch Blutzellen akti- 
viert wird. In diesem Zusammenhang wird auf die Bedeutung 
dieses Befundes fiir die Aktivitit der intracelluliren Proteolyse 
im Organismus hingewiesen. 
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Schwangerschaftshormon. I. u. II. 


Von 


K. H. Slotta und H. Ruschig. 
(Mitbearbeitet von E. Fels.) 


Mit 8 Figuren im Text und auf Tafel III und IV. 


(Aus dem Chemischen Institut und der Frauenklinik der Universitat Breslau.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1934.) 


I. Biologische Grundlagen. 


Vor etwas iiber 30 Jahren wurde erstmalig’) bewiesen, dab 
der gelbe K6rper im Kierstock der Frau, das Corpus luteum, 
eine Driise mit innerer Sekretion darstellt, durch deren Produkt, 
das spezifische Hormon oder Inkret, bestimmte Verinderungen an 
der Gebirmutter hervorgerufen werden. Besonders franzésische 
Forscher?) haben spater die unter dem Einflu8 des gelben Kérpers 
entstehenden Verinderungen an der Gebarmutterschleimhaut des 
Kaninchens studiert, und dieser sog. Scheinschwangerschafts - 
Veriinderungen bediente man sich erstmalig 1929 in Amerika®) 
zum Standardisieren von Extrakten aus Gelbkérpern. 

Das Ziel unserer Arbeiten war, das wirksame Hormon zu 
isolieren, um die chemische Aufklarung, biologische Untersuchung 
und therapeutische Anwendung der Reinsubstanz zu erméglichen. 
Auch an anderen Stellen in Deutschland*®*), in der Schweiz’), 
in Amerika®*) und England®) — um nur die wichtigsten zu 
nennen — sind Untersuchungen in derselben Richtung im Gange. 


1) L. Fraenkel, Arch. Gyniik. 68, 438 (1903). 

*) P. Bouin, P. Ancel u. F. Villemin, C. r. Soc. Biol. 61, 417 (1905). 

5) G. W. Corner u. W.M. Allen, Amer. J. Physiol. 88, 326, 340 (1929). 

‘) C. Clauberg, Zbl. Gynik. 54, 10 (1930); 56, 246 (1932). 

5) K. Ehrhardt u. W. Weigel, Endokrinol. 13, 225 (1933); Chem. Z. 
1934, I, 717. 

*) A. Butenandt, Med. Klin. 30, 855 (1934). 

7) M. Hartmann u. A. Wettstein, Helvet. chim. Acta 17, 878 (1934). 

8) H. L. Fevold, F. L. Hisaw u. 8. L. Leonard, J. amer. chem. 
Soc. 54, 254 (1932); Chem. Z. 1932, II, 80; Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 
29, 620 (1932). 

» R. M. Illingworth u. I. M. Robson, J. of Physiol. 76, 137 (1932); 
Chem. Z. 1982, II, 3433. 
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Das gesuchte Hormon wird am besten nach seinem Ent- 
stehungsort als Corpus luteum-Hormon oder nach seiner Haupt- 
funktion im Kérper als Schwangerschaftshormon bezeichnet, 
Andere Namen, die ihm gegeben wurden, und die im Schrifttum 
viel gebraucht werden, sind Corporin und Progestin. 

Mit dem Hormon des Follikels, dem Brunsthormon, das von 
Doisy*) und Butenandt?!) rein dargestellt wurde, und dem 
Schwangerschaftshormon ist erst der Ablauf des weiblichen Sexual- 
cyclus gewiahrleistet, der beim Menschen, wenn keine Schwanger- 
schaft eintritt, in der im allgemeinen alle 4 Wochen regelmibig 
auftretenden Menstruation sein iuSeres Kennzeichen und seinen 
AbschluB findet. Und zwar ist der physiologische Verlauf so, dag 
unter dem EinfluB der Hypophyse das Ei im Eierstocksfollikel 
heranreift, wahrend zu gleicher Zeit unter dem EinfluB des dabei 
gebildeten Follikelhormons die ersten Umwandlungen der Gebiir- 
mutterschleimhaut einsetzen; das ist die sog. Proliferations- 
phase. Etwa 12—20 Tage nach der letzten Menstruation tritt 
das Ki aus dem Follikel aus, und es bildet sich an dessen Stelle 
das Corpus luteum (C.1.), dessen Hormon nun wiederum die weiteren 
Verinderungen der Uterusschleimhaut bewirkt, d. h. die sog. 
Sekretionsphase schafft, ohne die das Ei sich tiberhaupt nicht 
in der Gebairmutter einnisten kann. Ohne Gelbkérper ist also 
der HKintritt einer Schwangerschaft nicht méglich, und dieser ist 
auch unbedingt erforderlich, wenn die junge Schwangerschaft sich 
weiter entwickeln soll). Wird das Ei nicht befruchtet, so bildet 
sich der Gelbkérper zuriick, und es erfolgt die AbstoBung der 
nun iiberfliissigen Schleimhaut in Gestalt der Menstruation. Bei 
Tieren, mit Ausnahme der anthropoiden Affen, gibt es keine 
Menstruation, hier kennt man nur die periodische Brunst; statt 
der beim Menschen vorhandenen AbstoBung der Schleimhaut, 
findet nur eine Riickbildung und AusstoBung eines unblutigen 
Sekretes statt. 


Physiologischer Nachweis des Schwangerschaftshormons. 


Die Forschung auf dem Gebiete des Schwangerschaftshormons 
krankte im Anfang an dem Mangel spezifischer Testobjekte; die 
zunichst benutzte VergréBerung und Blutdurchtrinkung der 
Gebirmutter und das Anschwellen der Brustdriisen bei Kaninchen, 


10) Amer. J. Physiol. 90, 329 (1929); J. of biol. Chem. 86, 499 (1930); 
Chem. Z. 1930, I, 3685. 
11) Naturw. 17, 879 (1929). 


Rat’ 


 stell 


anzi 


hor) 
dan 


die 


- gun 
glat 


gan: 
wes 
nick 


| vere 


Erf: 
zwe 
die | 
bew 
Tes 


F Sch 


niss 
Scl 
ie: 
Mit 
dies 
eint 
eliic 
Rie! 
nist 
biol 
dies 
eine 
Dw 


Alge 











Schwangerschaftshormon. 209 


-Ratten und Affen waren Wirkungen, die, wie sich spater heraus- 


stellte, nicht als absolut spezifisch fiir das Schwangerschaftshormon 
anzusehen waren. 

Vor etwa 10 Jahren wurde fiir das Follikel- oder. Brunst- 
hormon der einfache und streng spezifische Test angegeben?), dem 
dann die groBen Fortschritte in erster Linie zu danken waren, 
die in der Isolierung des Hormons ihre Krénung fanden. 


Die intensive Beschiftigung mit dem Follikelhormon fiihrte 


- qunichst zu einer gewissen EKinseitigkeit in dem Sinne, da8 man 
glaubte, es gabe nur ein weibliches Sexualhormon, das fir das 


ganze cyclische Geschehen verantwortlich sei. Dieser Glaube wurde 
wesentlich durch die Tatsache gestiitzt, daB das Brunsthormon 
nicht nur im Follikel, sondern auch im C.1. gefunden wird. Nur 
vereinzelt wurde sowohl auf Grund experimenteller wie klinischer 
Erfahrung darauf hingewiesen!’), da8 im Gelbkérper noch ein 
zweites Inkret vorhanden sein miisse, eine Annahme, die durch 
die grundlegenden Arbeiten amerikanischer Autoren *) dann schlagend 
bewiesen wurde, denen auch die Ausarbeitung des spezifischen 
Testes zu danken ist. 


Der beste Test fiir das zweite Sexualhormon der Frau, das 
Schwangerschaftshormon, wire nach den grundlegenden Erkennt- 
nissen iiber seine Funktion?) natiirlich die Erhaltung derjungen 
Schwangerschaft nach Entfernung der C.1. oder der ganzen 
Kierstiécke bei kiinstlicher Zufuhr der zu untersuchenden Priparate. 


| Mitunter ist auch wirklich durch Injektion von C. l.-Extrakten 


diese Schwangerschaftserhaltung bei den nach Schwangerschafts- 
eintritt kastrierten Kaninchen, Ratten oder Meerschweinchen ge- 
gliickt® 141516) Ganz selten erreichte man, daB die befruchteten 
Kier eines jetzt kastrierten Kaninchens sich im Fruchthalter ein- 
nisteten, sich entwickelten und véllig ausreiften*). Zum brauchbaren 
biologischen Test fiir das Schwangerschaftshormon laBt sich aber 
diese Schwangerschaftserhaltung nicht ausbauen, da sie den an 
einen Test zu stellenden Hauptforderungen nicht entspricht: schnelle 
Durchfiihrbarkeit, Einfachheit und Sicherheit. 


12) E. Allen u. E. A. Doisy, J. amer. med. Assoc. 81, 819 (1923). 

18) L. Fraenkel u. E. Fels, Z. exper. Med. 68, 172 (1929). 

4) E. Fels, Zbl. Gynik. 55, 514 (1931). 

15) R. Kehl, Contribution 4 l’endocrinologie ovarienne de la grossesse, 
Alger 1934. 

16) G. E.Johnson u.J.Seiler Challaus, Endocrinology 16, 278 (1932). 
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aod 


Diesen Anforderungen entsprechen am besten die unter dem 
Einflu8 des C. 1. zustande kommenden und schon erwihnten 
Schleimhautverinderungen des Kaninchenuterus zum Bilde 
der sog. Scheinschwangerschaft. Beim Kaninchen erfolgt der 
Follikelsprung und damit der Austritt des Kies aus dem EKierstock 
nur nach dem Deckakt. Wird nun trotz des Deckaktes das Zu- 
standekommen einer Schwangerschaft verhindert (z. B. durch Kopu- 
lation mit einem Bock, dem vorher der Samenstrang unterbunden 
wurde), so entwickelt sich das Bild der Scheinschwangerschaft. 
Werden die nach dem Follikelsprung sich bildenden Gelbkérper 
entfernt, dann kommt es auch nicht zur Ausbildung der Schein- 
schwangerschaftsverinderungen am Uterus. Damit war der Test 
fiir das C.l-Hormon gegeben, der dann in folgender Weise an- 
gewandt wurde’): ein erwachsenes Kaninchen von rund 2 kg 


zu dieser Zeit befindet sich unter dem KinfluB des ausgeschiitteten 
Follikelhormons die Uterusschleimhaut im héchsten Brunst- 
stadium (Fig. 1 auf Taf. IIT). Wird nun Extrakt zugefihrt, der 
geniigend C.1-Hormon enthalt, dann erfolgt innerhalb von 
5 Tagen trotz der fehlenden Hierstécke die Schleimhaut- 
umwandlung zum Bilde der Scheinschwangerschaft. Die 
Hormonmenge, die erforderlich ist, um innerhalb dieser 5 Tage 
diese Verainderungen auszulésen, bezeichnet man als eine Kaninchen- 
einheit nach Corner (Co.E.). Je nachdem die Umwandlung nicht 
eintritt oder mehr oder weniger deutlich ist, empfiehlt es sich, 
diese zu kennzeichnen mit: — (Fig. 2 auf Taf. IIT), + — (Fig. 3 
auf Taf. Il), + (Fig. 4 auf Taf. IV), ++ (Fig. 5 auf Taf. IV) und 
+++ (Fig. 6 auf Taf. IV), wobei zu betonen ist, daB von uns nur 
2 und 3 Kreuze im Sinne einer Co.E. als positiv gewertet werden. 

Nach einem anderen Vorschlag*) kann man auch infantile 
Kaninchen nehmen (im Gewicht von 400—600 g), diese zunichst 
8 Tage lang mit 10 M.E. Brunsthormon vorbehandeln, wodurch 
auch bei ihnen die Uterusschleimhaut in die Brunstphase versetzt 
wird, und 5 Tage den zu priifenden C.1].-Extrakt injizieren. In 
diesem Falle erspart man die erste Operation, die Kastration; 
der Nachteil dieser Methode liegt darin, da8 man an eine ganz 
bestimmte Entwicklungsstufe der Tiere gebunden ist, und mit der 
Vorbehandlung schon 8 Tage vor dem eigentlichen Versuch be- 
ginnen muB, so daB also die Testierung um diese Zeitspanne 
verlingert wird, was bei laufenden Untersuchungen natiirlich un- 
angenehm ins Gewicht fallt. AuBerdem ist besonders hervor- 
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| quheben, daB quantitative Versuche mit allen Praparaten der 
- yerschiedenen Reinheitsstufen ergeben haben, daB 1 Kaninchen- 
| einheit am infantilen Tier nur etwa dem 4. Teil der am erwachsenen 
Tier standardisierten Hormonmenge entspricht. Es geht also nicht 
| an, die Hormoneinheit des groBen Kaninchens einfach der Hormon- 


einheit des infantilen Tieres gleichzusetzen, wie es von manchen 


' Autoren getan wurde. Um die Unterschiede scharf herauszuarbeiten, 
ist es am besten, den Corner-Hinheiten (Co.E.) Clauberg- 
 Kinheiten (CLE.) gegeniiberzustellen. 


Leider ist es nicht méglich, kleinere Tiere als Kaninchen zur 


| Auswertung von C.1.-Hormonpriparaten zu verwenden. Die Ver- 
| inderungen an Gebarmutter und Scheide bei Ratten und Mausen 
sind hierbei zu wenig in die Augen fallend, um einen geeigneten 
| Test abzugeben * 14), 


Ausgangsmaterial fir die Gewinnung des C. 1.-Hormons. 
Als Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung des C. l.-Hormons 


_kam bisher nur der Gelbkérper in Frage. Es wurden vor allem 
' Schweineovarien beniitzt, weil bei diesen Tieren im allgemeinen 
'der Kierstock hinsichtlich der Gelbkérper am ergiebigsten ist. 
Wihrend sich z. B. beim Menschen stets nur ein frisches C. 1. findet, 
_ treten beim Schwein in jedem Ovarium 4—6 auf. Da aber dieses 
_ Ausgangsmaterial immer noch sehr kostspielig ist, hat es nicht 
_an Versuchen gefehlt, dieses Hormon aus anderen Organen und 
| Flissigkeiten zu extrahieren, in erster Linie analog dem Follikel- 
| hormon aus Harn oder Placenta. Diese Versuche schlugen 
allerdings zunichst fehl!” 1); erst als man das Follikelhormon 
_ ganz oder zum gréBten Teil aus der Placenta entfernte (vgl. den 
_ Absatz iiber den Antagonismus der beiden Hormone), gelang es 
| uns und anderen Autoren !* }*), das C.1.-Hormon in geringen Mengen 
'nachzuweisen. Praktisch ist damit zunichst nicht viel gewonnen; 
selbst wenn man die giinstigste Ausbeute, die gefunden wurde, 
_ als Durchschnitt annimmt, so kommt man bestenfalls auf 2 Co. E. 
' aus 500 g Placentagewebe, wihrend man die gleiche Hormon- 
' lenge bereits aus 50 g Gelbkérpern erhilt. Es miiBte also, wenn 
an Stelle der C.1. wirklich die Placenta als Ausgangsmaterial in 
Frage kommen sollte, die Hormonausbeute daraus ganz erheblich 


) E. Philipp, Zbl. Gynik. 54, 2754 (1930). 
**) K. Ehrhard, Miinch. med. Wschr. 81, 869 (1934). 
*) M. Tausk, Nature 133, 293 (1984). 


14* 
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gesteigert werden kénnen. Zunichst bleibt man jedenfalls ay 
die Hormongewinnung aus Gelbkérpern angewiesen. 


Antagonistische Beziehungen zwischen Follikel- und C. 1.-Hormon. 


Gegen die Richtigkeit der Ergebnisse des Corner-Testes | 
Grundlage der Standardisierung kann vor allem ein Einwand er. 
hoben werden: es ist méglich, daf durch das Vorhandensein yon 
Follikelhormon in C.1-Hormonpriparaten Ergebnisse  erzielt 
werden kénnen, die nicht der tatsichlich vorhandenen C. l.-Hormon- 


menge entsprechen. Amerikanische Autoren haben zuerst darau{ 


aufmerksam gemacht, daB die in nicht weit gereinigten C. |. 
Hormonpraparaten stets mit verabfolgte Follikelhormonmenge die 
Wirkung des Schwangerschaftshormons ganz oder zum Teil aut. 
heben kann. Sie haben auch versucht, das zahlenmiibig fest- 
zulegen, und kamen zu dem Ergebnis, daB 10 Ratteneinheiten 
(R.-E.) Follikelhormon, gleichzeitig mit dem C.1.-Hormon ver- 
abreicht, bereits geniigen, um den Effekt des letzteren zu unter. 
driicken*), Nach der Ansicht anderer Autoren???) werden 
wesentlich héhere Follikelhormonmengen bendtigt, um die C. |. 
Hormonwirkung auszuschalten (zwischen 240 und 1000 R.-E). 
Diese Zahlen diirften nach unseren Untersuchungen eher das 
Richtige treffen. 


Jedenfalls steht fest, daB ein gewisser Antagonismus in der 
Wirkung des Follikel- und C.1-Hormons besteht. Da die Gelb- 
kérper stets eine nicht unerhebliche Menge Follikelhormon ent- 
halten, wird sich also der wahre Gehalt an C. 1-Hormon in Co.-E. 
nur ermitteln lassen, wenn vorher das Follikelhormon entfernt, 
bzw. so stark reduziert wird, daf es keinen EinfluB mehr aus- 
iiben kann. 


Zur Annahme weiterer Hormone im Corpus luteum. 


Es muB erwihnt werden, daB man, ganz abgesehen von dem Follikel: 
hormon, noch zwei weitere Inkrete im Gelbkérper festgestellt haben will**: 
Die wihrend der Schwangerschaft auftretende Lockerung der Beckenbiinder 
des Meerschweinchens soll durch eine besondere, sehr temperaturempfin¢- 
liche Substanz, das ,,Relaxin‘‘ hervorgerufen werden. Es konnte jedoch 





2) §. L. Leonard, F. L. Hisaw u. H. L. Fevold, Amer. J. Physiol. 
100, 111 (1932); Chem. Z. 1932, I, 3456. 

21) W. M. Allen, Amer. J. Physiol. 100, 650 (1932). 

22) R. Courrier u. R. Kehl, C. r. Soc. Biol. 109, 877 (1932). 

23) F. L. Hisaw, Physiologic. Zool. 1929, II, 59. 
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Follikelhormons ist, und somit die Annahme eines besonderen Inkretes hin- 
fillig wird. 

Das gleiche gilt fiir ein anderes Inkret, das man isoliert haben wollte, 
das sog. ,mucifying“-Hormon, das die Umwandlung des Scheidenepithels 
bei schwangeren Ratten und Miusen in schleimbildende Zellen bewirken 
soll. Auch hier lie8 sich aus eigenen Untersuchungen und den Arbeiten 


_ anderer Autoren *” * 2°) feststellen, daB diese Verschleimung durch ganz 
_ geringe Mengen von Follikelhormon herbeigefiihrt wird. Uberdies hatten 
_ genau nach Vorschrift fiir die Bereitung des ,,mucifying“-Hormons®) von 
| uns angefertigte Priiparate keinerlei Wirkung. 


Die Bedeutung des C. l.-Hormons in therapeutischer Beziehung. 
Das Schwangerschaftshormon bringt die Gebirmutterschleim- 


_ haut bei Mensch und Tier ins Stadium der hichsten Funktion. 
_ Erst also, wenn der Kliniker beide weiblichen Sexualhormone 
| (Follikel- und C.1-Hormon) zur Bekimpfung von Funktions- 
 ausfall oder Stérungen anwenden kann, ist zu hoffen, und nach 
' den neuesten klinischen Erfahrungen sicher bewiesen*°), dai man 
_ mit Hormon-Substitutionstherapie sichere Erfolge erzielen kann. 
_ Man weiB heute, daB die bei vélligem Funktionsausfall nétige Hormon- 
' menge sich in einer GréBenordnung bewegt, die etwa 2—300000M. E. 
_ Follikelhormon und 8—15 Co. E. C. 1.-Hormon entspricht. 


Ks kann hier nicht der Ort sein, die klinische Wirkung der 


_ Sexualhormone im einzelnen zu besprechen. DaB das C.1.-~Hormon 
' berufen ist, in der Therapie insbesondere der fehlenden und 
' nangelhaften Keimdrisenfunktion, der Unfruchtbarkeit, 
der gewohnheitsmaBigen Fehlgeburt u. a. m. eine ausschlag- 
gebende, durch nichts zu ersetzende Rolle zu spielen, dariber 
' kann kein Zweifel sein. 


Nach der Ansicht mancher Autoren*!) verhindert das C. L- 


' Hormon die weitere Eireifung, hat also auch eine ovulations- 





*4) P. Fremery, Kober u. M. Tausk, Acta Brev. Neerl. 146, 1 (1931). 
*) R. Courrier, Proc. of the Second Internat. Congress for Sex 


_ Research, Edinburgh 1931, S. 355. 


**) R. Mohle, Zbl. Gyniik. 57, 391 (1933). 
2”) L. Mirskaia u. B. P. Wiesner, Proc. of the Second Internat. 


: Congress for Sex Research, Edinburgh 1931, S. 408. 


*8) I. M. Robson, J. of Physiol. 71, 111 (1931). 

*%) W. Allen u. R. Meyer, Science 75, 111 (1932). 

%*) G. Damm, Zbl. Gyniik. 58, 1682 (1934). 

*) Papanicolaou, J. amer. med. Assoc. 86, 1422 (1926); A. Biedl, 


Arch. Gyniik. 132, 173 (1927); A. S. Parkes u. C. W. Bellerby, J. of Phy- 
siol. 64, 233 (1927); L. Haberlandt, Miinch. med. Wschr. 77, 2064 (1930); 
A.Mahnert, Zbl. Gynik. 54, 2883 (1930). 
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hemmende Wirkung. Diese Ovulationshemmung stellten auc) 
wir fest und es bedarf keiner besonderen Erwihnung, daB dani 
das C.1-Hormon in der wichtigen Frage der hormonale; 
Sterilisierung wahrscheinlich noch einmal eine bedeutsame 
Rolle spielen wird. 





II. Gewinnung von ,,Roh-“ und ,,Zwischendl®. 


Das weibliche Brunsthormon findet sich im Schwangeren. 
harn und noch reichlicher im Harn tragender Stuten; es ist 
sehr einfach im Miausetest nachzuweisen und sehr bestindig, 
Infolgedessen ist es kein Zufall, daB dieses als erstes weibliches 
Sexualhormon von Doisy und Butenandt rein dargestellt und 
bald auch, vor allem durch die Arbeiten des letzteren, in seiner 
Konstitution aufgeklirt wurde. 

Wie wir oben gezeigt haben, stehen der Reindarstellung des 
Schwangerschaftshormons aus dem Corpus luteum (C. 1.) dem. 
gegeniiber zunichst zwei groBe Hindernisse im Wege: einmal ist das 
Ausgangsmaterial viel schwerer zuginglich und kostbarer als 
beim Brunsthormon; zum zweiten ist der Test nur an Kaninchen 
durch geiibte Operateure durchzufiihren und die wirklich} exakte, 
quantitative Auswertung der hergestellten Priparate erfordert 
groBe histologische Erfahrung. Nur dadurch, daB wir uns fiir die 
Bearbeitung der biologischen Fragen der ausgezeichneten Hilte 
von Herrn Priv.-Doz. E. Fels erfreuten, war es uns miglich, die 
Reindarstellung der Wirkstoffe aus dem C.1. bis zum endgiiltigen 
Erfolge durchzufiihren. 

Hine dritte, anfangs allerdings etwas iiberschatzte Schwierig- 
keit schien in der groBen Empfindlichkeit!) des Schwanger- 
schaftshormons besonders gegen Alkalien zu liegen. Arbeitet 
man in stets neutralen oder schwach sauren Liésungen, so sind 
die Verluste nicht sehr groB, und es stellte sich auBerdem heraus, 
da8 die Hormonéle mit zunehmender Reinheit auch bestiindiger 
werden. Die Rohkrystallisate behalten ihre Wirkung auf sebr 
lange “eit; solche hatten wir’) 1931 sowie Allen’) 1933 mit 
einer Dosis von rund 4mg pro Co.E. und neuerdings Hartman 
und Wettstein*) 1934 mit einer Dosis von 2,5 mg pro Co. 





) G. W. Corner u. W.M. Allen, Amer. J. Physiol. 88, 326 (1929): 
W. M. Allen, Amer. J. Physiol. 92, 174 (1930); Chem. Z. 1930, I, 3802. 

*) E. Fels u. K. H. Slotta, Arch. Gynik. 144, 280 (1931). 

*) J. of biol. Chem. 98, 591 (1932); Chem. Z, 1933, I, 1637. 

*) Helvet. chim. Acta 17, 878 (1934). 
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auch in Handen. Das gilt ebenso fiir die von uns rein gewonnenen, 
amit ® als Luteosteron C5) und Luteosteron D bezeichneten, hor- 
aler ' monal wirksamen Substanzen aus dem C.1.%), die zusammen 
same ® ,das* Schwangerschaftshormon darstellen und -schon in 
| 0,4 bis 0,5 mg eine Co. E. enthalten’). Sie kénnen, soweit 
wir bisher sagen kénnen, beliebig lange aufbewahrt werden, ohne 

an physiologischer Wirksamkeit einzubiBen. 
Aus dem bisher Gesagten geht wohl geniigend klar hervor, 





ies warum es verhiltnismiBig lange gedauert hat, bis wir Verfahren 
ong fanden, die gleichbleibende gute Ausbeuten an weit gereinigten 
dig C.1-Hormonpriparaten gaben, und bis wir die Hormone selbst 
wae isolieren konnten®), Als chemische Grundlage fiir unsere Versuche, 
e mM auf der wir sicher aufbauen konnten, war nur die Vorarbeit von 
-— Corner!) und Allen’) vorhanden. Wahrend wir die Angaben 
.* dieser Forscher in fast jeder Einzelheit voll bestitigen konnten, 
a erwiesen sich diejenigen der sonstigen wissenschaftlichen und 
ae Patentliteratur als mehr oder minder unbrauchbar. 
‘ Wir bezogen vom Breslauer Schlachthof als Ausgangsmaterial 
tals _ na : : : 
‘ee Kierstécke von Schweinen, aus denen die ausgereiften Cor- 
i pora lutea sofort ausgeschalt wurden. 20 kg Ovarien ergaben 
rund 5 kg C.1., die in der Fleischhackmaschine gemahlen und 
ae mit der gleichen Gewichtsmenge 96°/,igem Alkohol konserviert 
an wurden. So erlitt der Brei auch beim mehrwéchigen Auf- 
‘i bewahren im Kisschrank keine Einbu8e an Hormon. Je 5 kg 
Se C.1-Brei wurden in einem selbstkonstruierten Extraktor (Fig. 7) 
Ige mit schwach saurem Alkohol extrahiert. Das 40 stiindige 
Erhitzen auf 80° hat die wirksamen Substanzen nie in merklichem 
ene Mae zerstirt. Die Gewebe wurden mehrmals umgeschichtet und 
Ber man konnte an ihrer Farbe auf die Vollkommenheit der Extraktion 
. schlieBen: anfangs sehen sie blutig-rot, nach der Extraktion 
- griinlich-grau aus und fiihlen sich trocken an. 
oer Das Einengen der alkoholischen Extrakte wurde in einer 
ad Schnellverdampfungsapparatur%, die fiir die Wiedergewinnung 
mit : 5) Anmerkung bei der Korrektur: Nach seinen _heuesten Aus- 
_ fihrungen [diese Z. 227, 93 (1934)] hilt A. Butenandt dieses Keton fiir 
ant die wirksamste Substanz aus dem C.1. Er gibt an, daB 0,75 mg eine C. 1. E. 
), E. darstellen, was nach dem Vorhergesagten (vgl. dazu vorl. Arbeit I, S. 211) 
einer Dosis von 3 mg fiir eine Co. E. entspricht. Wie wir a. a. O. [Klin. 
929); Wschr. 13, 1207 u. B. 67, 1624 (1934)] schon ausfiihrten, liegt unsere 


‘ Minimaldosis bei 0,5 mg fiir eine Co. E., wenn man die beiden Hormone 
| des C.1. anwendet. 
6) K.H.Slotta, H.Ruschig u. E.Fels, Ber. chem. Ges. 67, 1270 (1934). 
*) Dieselben, Klin. Wschr. 13, 1207 (1934). 
*) H. N. Naumann Chemfa 4, 4 (1931). 
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des Liésungsmittels umgebaut war (Fig. 8), vorgenommen. 
Der Destillationsriickstand wurde ausgeiithert und die Phospha- 
tide mit Aceton gefallt. Aus den Aceton—Atherlésungen wurde 
durch Kindampfen unser ,,.Roh61l“ erhalten, das zu rund 85°, 
aus Fetten und im iibrigen aus freien Fettsiuren, Cholesterinen, 
Cholesterylfett und vielen anderen Begleitstoffen®) bestand. Die 
Ausbeute betrug durchschnittlich 65 g Rohl, also 13 g aus 1 ke 
C.l. Die Dosis war 300 mg pro Co.E. 1g Rohél entspricht 
also 77 g frischem C.1.-Gewebe und 1 Co.E. wird aus rund 25 ¢ 
C.1. gewonnen; das ist eine Driisenmenge, die man erst aus den 
Ovarien von ungefihr 8 Schweinen erhiilt. 

Die Reinigung des Rohéls bis zum ,,Zwischenél“, dessen 
Dosis um fast eine Zehnerpotenz tiefer bei 40 mg liegt, geschah 
am einfachsten durch Entmischungsverfahren. 

Anfangs hatten wir versucht, die Entfernung der freien Fettsiiuren, 
Cholesterine und vor allem der Fette auf anderen Wegen durchzufiihren. 
Die freien Fettsiuren lieBen sich durch Fillung mit Bleiacetat aus der 
alkoholischen Rohdllésung beseitigen; man kann so ohne Hormonverlust 
aus 100 g Rohél 14 g an reinen, trockenen Bleisalzen der Fettsiuren 
abscheiden. Fette und Cholesterine konnten bei kleinen Ansitzen leid- 
lich gut durch Ausfrieren und Abschleudern bei — 18° oder auch — 69° 
aus dem in 70—80°/,igem Athanol oder auch Methanol oder Aceton gelésten 
Rohdl entfernt werden. Doch befriedigte diese Methode fiir die Aufarbeitung 
gréBerer Mengen nicht. . 

Als besseres Verfahren erwies sich, das Rohél in 70°/,igem Athanol] 
zu suspendieren, in dem die Fette zum allergréBSten Teile unldslich sind. 
Aus diesem Gemisch lieBen sich die aufgerahmten Fette und auch die 
Cholesterine mit immer neuen Benzinmengen entfernen. Leider verloren 
wir hierbei bis 60°/, an Hormon, das wir auch aus den gesammelten Benzin- 
lésungen durch 6fteres Ausschiitteln mit frischem, 70°/,igen Alkohol nur 
zum kleinen Teil wiedergewinnen konnten. Die Riickstiinde der wiBrigen 
Alkoholphasen wurden mitunter noch in 60°/,igem Alkohol aufgenommen 
und diese Lésung mit Benzol ausgeschiittelt. Das Hormon geht, ebenso 
wie das Follikelhormon, quantitativ in die Benzolschicht. 

Wir gaben dieses Entmischungsverfahren, das im besten Falle 
nur 50°/, Ausbeute der 40 mg-Dosis pro Co. E. ergab, aber wieder 
auf, als wir eine erheblich bessere Methode der Entmischung 
fanden. Sie gestattete, das Hormon von den Fetten, Cholesterinen 
und auch gleichzeitig von den Fettsiuren mit erheblich gréBerer 
Ausbeute zu trennen. Wir brauchten bei dem neuen Entmischungs- 
verfahren die Fettsiuren nicht vorher aus alkoholischer Lisung 
mit Bleiacetat zu fallen. Es ist nur notwendig, das Rohél zwischen 


Methanol, in dem sich die Fette viel schwerer als in Benzin 


% M. C. Hart u. V. W. Heyl, J. amer. pharmaceut. Assoc. 13, 1722 
(1924); Chem. Z. 1924, I, 1816. 
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Jésen, und Benzin, in dem sich das Hormon viel schwerer als 
in Methanol lést, in geeigneter Weise zu verteilen. 

Allerdings mischt sich vollkommen wasserfreies Methanol 
und Benzin in jedem Verhiltnis. Methanol des Handels, das 
Spuren von Wasser enthalt, nimmt zwar noch sehr viel Benzin 
auf, bildet aber schlieBlich mit iiberschiissigem Benzin zwei Phasen. 
Eine solche Entmischung wire also durchfiihrbar, aber das im 
Methanol geléste Benzin hielte noch zu viel Fette zuriick und 
der Reinigungseffekt wiirde stark herabgesetzt werden. Der Kunst- 
sriff, der hier weiterhalf, bestand im Zusatz von 10—12°/, 
Glykol oder noch besser Glycerin zum Methanol. Dadurch 
tritt die Entmischung von Methanol und Benzin schon mit einer 
viel geringeren Benzinmenge ein. Die mehrwertigen, niedermole- 
kularen Alkohole lésen weder Benzin noch Fette, aber in immerhin 
merklichem MaBe das C.1.-Hormon. Wird das Rohél in einem 
solchen Gemisch von Methanol und Glycerin aufgenommen und 
diese Lésung mit Benzin erschépfend extrahiert, so erhilt man 
aus der Methanol-Glycerinphase 65°/, des Hormons mit einer 
Dosis von 40 mg pro Co.E. wieder. Das Benzin nimmt dabei 
92°/, des Ausgangséles auf. 

Auch die fehleuden 35°/, des Hormons kénnen wiedererhalten 
werden. Wurden nimlich die Benzinfraktionen mit glycerin- 
haltigem Methanol durchgeschiittelt, und diese Glycerin—Me- 
thanol-Lésungen mit der ersten Methanol-Liésung vereinigt, so 
lieB sich daraus das Hormon zu mindestens 90°/, zuriick- 
gewinnen. Die Dosis betrug allerdings jetzt 120 mg pro Co. E., 
da durch den Wasch-Alkohol wieder Ballaststoffe aus dem Benzin 
zuriickgeholt worden waren, die jetzt auch durch Ausfrieren nicht 
mehr beseitigt werden konnten. 

Es gelang uns auch nicht, einer Benzinlésung des Hormons 
von diesem Reinheitsgrade das Hormon durch Ausschiitteln mit 
60°/,igem Athanol in hinreichender Ausbeute und erheblich 
reinerer Form zu entziehen. Nur die umgekehrte Entmischung, 
d.h. Lésen des Hormonéls in 70°/,igem Athanol und Aus- 
schiitteln dieser Lisung mit Benzin, hatte jetzt Erfolg. Bei 
mehrmaliger Anwendung dieser Methode wurde schlieBlich ein 
dickes, braunes, vollstiindig cholesterinfreies Ol erhalten, das noch 
15°/, der Hormonmenge des Rohdéls besaB. Dieses ,Zwischenél“ 
enthielt in 40—50 mg eine Co.E. Mit diesem Arbeitsgang 
war ein Verfahren gefunden, das verhiiltnismiBig einfach die Be- 
seltigung der Hauptballaststoffe erméglicht. 
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Das Zwischen6l haben wir sehr eingehend untersucht, um 
weitere Reinigungsméglichkeiten aufzufinden. Zunichst konnten 
wir feststellen, daB die Angaben iiber die groBe Empfindlich. 
keit des C.l-Hormons gegen Alkalien richtig waren. Wir 
behandelten Zwischenél-Liésungen mit Alkali und muBten fest. 
stellen, daB solche Lisungen auch durch siurehaltigen Alkoho! 
nicht mehr reaktiviert wurden. 

Aber auch gegen andere Hinfliisse zeigte sich das Zwischeni| 
empfindlich. Als wir es mit Aluminiumamalgam in Ather be. 
handelten, verlor es ?/, seiner Aktivitiit. Aus der urspriinglich 
gelben, nach eintigiger Versuchsdauer aber beinahe farblosen 
Lésung wurde die Hilfte des angesetzten Oles zuriickerhalten. 
Da wir das ausgefallene Aluminiumhydroxyd sehr gut mit Ather 
nachgewaschen und auch sonst nie eine Adsorption des Hormons 
an Metalloxyde beobachtet haben, so legten schon diese Hormon- 
verluste den Gedanken an den ungesattigten Charakter des 
Schwangerschaftshormons nahe. 

Wir haben weiterhin Zwischenél — ebenso wie Roh- und 
Reinél — auch der Hochvakuum-Destillation unterworfen. 
Wir erhielten zwischen 120—180° Destillate, die aber neben 
Hormon noch soviel Ballaststoffe enthielten, daB eine weitere 
Reinigung auf diesem Wege nicht méglich war. 


Lingere Zeit versuchten wir, fiir die weitere Reinigung des Zwischen- 
dls Adsorptionsverfahren heranzuziehen, sei es, indem wir die Lésungen 
mit Adsorbentien riihrten oder indem wir verschiedene Formen der Chromato- 
grammethode anwandten. Lediglich Kohle erwies sich als gutes Ad- 
sorbens fiir das Hormon. Behandelten wir Zwischenél in alkoholischer 
Lésung bei 20° oder 50° mit der 3—15fachen Menge Kohle, so wurden 
80°/, und mehr vom Ol einschlieBlich der Farbstoffe und des Hormons al 
ihr adsorbiert. Mit Benzol, Ather oder Chloroform oder auch Gemischen 
dieser Lésungsmittel lieB sich ein gelbes bis honigfarbenes Ol von der 
Kohle eluieren, in dem oft krystalline Produkte zu sehen waren, und das dem 
Gewicht nach wechselnde Mengen von 5—15°/, des Ausgangséles und 
bestenfalls 40°/, des Hormons enthielt. Die Dosis fiel also durch diese 
Adsorption und Elution von 40—50 mg auf 10—20 mg. 

Da8 C.1.-Hormon an Kupferhydroxyd”) adsorbiert und mit Erfolg 
wieder eluiert werden kann, trifft nicht zu. Auch mit Kieselgur, Kao- 
lin, Bleiphosphat oder Tannin in alkoholischer bzw. wiBrig-alkoho- 
lischer Lésung konnten wir keine Adsorption der Wirkstoffe aus dem 
Zwischen6l erreichen. Die Angabe, da8 man durch Adsorption an grobe 
Mengen Fullererde') und entsprechende Elution eine weitgehende 
weitere Reinigung erzielt, deckt sich nicht mit unseren Erfahrungen. 





%) P. Gley, C. r. Soc. Biol. 98, 656 (1928); Chem. Z. 1928, I, 2953. 
1!) Schweiz. Pat. 163140; Chem. Z. 1934, I, 2453. — Engl. Pat. 401574: 
Chem. Z. 1934, I, 1841. — Oster. Pat. 135834; ‘Chem. Z. 1934, I, 1354. 
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Fir die weitere Arbeit waren 2 Beobachtungen von Wichtig- 
keit: einmal zeigte es sich, da’ man durch Adsorption an 
Fasertonerde aus dem Zwischenél in Benzinlésung lediglich 
Schmieren und unwirksame Begleitstoffe herausbringen kann. 
Zweitens stellten wir fest, daB ein groBer Teil der fettihnlichen, 
braunen Schmieren des Zwischendls in der 300—1000 fachen 
Menge warmen Glycerins unléslich ist. Rihrt man das Ge- 
misch langere Zeit, so farbt sich das Glycerin goldgelb an und 
nimmt das Hormon fast quantitativ auf. Die Glycerinlésung 
wurde durch Saugen oder Zentrifugieren von den unldéslichen 
Anteilen befreit und mit Benzol ausgeschiittelt. Der gelbe Riick- 
stand des Benzols enthielt das Hormon zu rund 60°/,, wog aber 
nur 1/, so viel wie das angesetzte Zwischendl. 

Kombiniert man die Behandlung des Zwischenéls in Gly- 
cerin, wobei die Dosis von 40 mg auf 10 mg fillt, mit einer 
Adsorption von Begleitstoffen an Fasertonerde, so erreicht man 
eine weitere Reinigung des Zwischenéls auf eine Dosis von 
4mg pro Co. EK. Allerdings ist die Behandlung des Zwischendéls 
mit Glycerin in gréBeren Mengen nicht besonders bequem durch- 
zufiihren und wir sind zu einer anderen Reinigungsmethode 
iibergegangen, die die Gewinnung von ,,Reinél“ von der Dosis 
4mg pro Co. E. und schlieBlich von Rohkrystallisaten mit noch 
tieferen Dosen auf bequemere Weise erméglicht. Uber die 
Methoden hierzu soll in Kiirze berichtet werden. 


Beschreibung der Versuche. 


Extraktion. (Fig. 7.) Ein verzinnter Kupferblechzylinder (F) mit 
konischem Boden und ebensolchem Deckel enthalt ein mehrfach durchbohrtes 
Messingrohr als Achse, auf das kleine Zylinderchen als Triger fiir Sieb- 
bleche aufgesetzt werden. Auf ihnen verteilt man im ganzen 5 kg C. L.- 
Brei, der durch AbgieBen und Abnutschen von Konservierungsalkohol 
befreit ist. Nach Aufsetzen eines konischen Siebblechs als Verteiler, wird 
bei (G) der Deckel fest aufgeschraubt und der Rundkolben (A) sowie der 
Fiinfkugelkiihler (H) mit dem VerschluBrohr (J) angebracht. Am Ansatz- 
stutzen des Deckels wird bei (#) mittels Gummimanschette ein Glasrohr 
mit Ansatz und Schliff (D) befestigt, um den 2 Liter-Kochkolben (C) anzu- 
schlieBen. Die beiden Kolben (C) und (A) werden mit den Flaschen (A) 
und (Z) verbunden, wobei noch der Hahn oder Quetschhahn (D) angebracht 
wird. Die Flasche (Z) steht mit der Wasserstrahlpumpe in Verbindung. 

Nun wird bei geschlossenem Hahn (J) und geédfinetem (B) 96°/, iger 
Alkohol vom Vorratsgefi8 (A) nach dem Kochkolben (C) gesogen. Nach 
SchlieBen von (B) und Offnen von (J), Abstellen der Pumpe und Anheizen 
des Wasserbades, in dem (C) steht, wird die Extraktion in Gang gesetzt. 
In (K) sammelt sich der hormonhaltige Alkohol, der nochmal zum Sieden 
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gebracht wird, und dessen Diimpfe durch die Diisen des Messingrohres 
in die einzelnen Kammern eindringen. Es kommt fiir den Erfolg der Ex- 
traktion sehr darauf an, daB die beiden Alkoholdampfstréme von oben und 
von unten sich im Extraktor stindig ,,stoBen“, so daB ein zu schnelles 
Durchrieseln des Alkohols vermieden wird und die untersten wie die 
obersten Schichten stindig mit heiBem Alkohol in Berihrung sind. Diese 
Art der Extraktion empfehlen wir auch fiir die Aufarbeitung anderen 
Driisenmaterials. 

Nach je 90 Minuten Extraktionsdauer wird der Hahn (J) geschlossen, 
die Extraktlésung von (K) in die Vorratsflasche (L) und wenn ndtig gleich- 
zeitig neuer Alkohol von (A) nach (C) gesogen. Nach 12 Stunden wird 
unterbrochen, das fest zusammengebackene Material herausgenommen, neu 
gemischt und wieder gleichmaBig auf den Sieben verteilt. Nach weiteren 
































12 Extraktionsstunden wird nochmals umgeschichtet; nach 40 Stunden ist 
die Extraktion vollstindig. 

Eindampfen. (Fig. 8.) Der LExtraktions- und Konservierungs- 
alkohol, im ganzen rund 30 Liter, wird jetzt in der Apparatur‘) (Fig. 8) in 
3—4 Stunden eingedampft. Die Wasserstrahlpumpen (ZL) und (L,) saugen 
iiber die hingende Vorlage’’) (A), an die noch das Manometer (/) ange- 
schlossen ist, durch den Stutzen (N) die gesamte Apparatur leer. Der 
Hahn (O,) wird geschlossen und aus der Vorratsflasche (A) durch den 
Hahn (C) je nach der Verdampfungsgeschwindigkeit die wiBrig—alkoholische 
Lésung in den 5 Liter-Kolben (B) eingesogen. Obgleich (B) im siedenden 
Wasserbade steht, wird der Hormonextrakt nie iiber Zimmertemperatur erhitzt. 

An den 10cm weiten Hals von (B) ist mit einem Gummiflansch (/) 
ein ebenso weites Kniestiick (/) aufgesetzt, durch dessen Seitenrohr das 


#2) K. H. Slotta, Chem. Fabrik 3, 183, (1930). 
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Zulaufrohr fiir die Lésung und eine Kapillare aus V2A-Stahl (D) fiihrt. 
Am anderen Ende von (Ff) ist mit Verschraubungen (G) der 120 cm 
lange Kupferkiihler (H) angeschlossen, der 7 Kupferrohre von je 3 cm Durch- 
messer enthilt. Ihre AuBenwinde werden aufs intensivste durch das aus 
den Pumpen abflieBende Wasser gekiihlt. 


Ist die Flasche (Q) mit Destillat gefiillt, so wird der Hahn (0) ge- 
schlossen und (O,) gedffnet, so da8 die Destillation ohne Unterbrechung 
nach der Flasche (O,) weitergehen kann. Wihrenddessen wird Flasche (Q) 
nach Offnen von (P) durch (R) entleert und dann nach SchlieBen von (A) 
durch (P) neu evakuiert. Dazu wird die Pumpe (Z,) benutzt und der Drei- 
weghahn (M) entsprechend gestellt. Ist Flasche (Q,) voll, so wird sie ent- 
leert und wieder (Q) als AuffanggefaiB benutzt usf. 
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Fig. 8. 


Entfernung der Phosphorlipoide. Der Destillationsriickstand wird 
in 800 cem warmen Ather aufgenommen, die klare, iitherische Lésung nach 
Stehenlassen von der wiBrigen Phase abgehebert und das Ausiithern auf 
diese Weise 3 mal wiederholt. Die dtherische, wenn nétig von Kolloiden 
abzentrifugierte Lésung wird auf 300 ccm eingeengt, in Eiswasser gekiihlt 
und die Phosphorlipoide mit der 4fachen Menge Aceton gefillt. Der 
Kolben wird 5 Minuten geschiittelt, der Niederschlag absitzen gelassen und 
die klare, goldgelbe Aceton-Atherlésung dekantiert. Der Riickstand wird 
immer wieder in 300 cem Ather gelést und die Fillung in genau derselben 
Weise noch 4 mal wiederholt. Die Aceton-Atherlésungen hinterlassen nach 
dem Eindampfen bei Unterdruck durchschnittlich 65 g Rohél aus 5 kg C.1. 
mit rund 210 Co. E.: Bei dieser Art von Aufarbeitung schwankte die Aus- 
beute zwischen 170—235 Co. E. Mit einer Dosis von 300mg _ unseres 
Rohéls wurde im Cornertest stets ein voll positiver Erfolg (+++) er- 
reicht. 
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Aus der alkoholischen Lésung des Rohdls krystallisierten mitunter 
Cholesterine aus, die auch nach mehrmaligem Umkrystallisieren bei 132° 
schmolzen und wohl Gemische von verschiedenen Isomeren darstellen. 


C,,H,,O Ber. C 83,9 H 11,9 
Gef. ,, 83,96, 83,76 » 11,87, 12,00. 


Entmischungsverfahren. a) Wifriger Alkohol gegen Benzin. 
65 g Rohél mit rund 210 Co. E. werden in 650 cem 95°/,igem Athanol gelist 
und langsam unter Riihren mit einer heifen, alkoholischen Lésung von 
10 g Bleiacetat in 80 ccm Alkohol versetzt. Das Gemisch wird 2 Stunden 
in Eiswasser gekihlt, der Niederschlag abgesogen und mit Alkohol gut 
gewaschen, bis dieser farblos abliuft. Der getrocknete Niederschlag wiegt 
9,5 g. Die alkoholische Lésung wird eingedampft, der Riickstand in Ather 
aufgenommen, um iiberschiissiges Bleiacetat zu entfernen, die itherische 
Hormonlésung wieder eingedampft und der Riickstand dem Entmischungs- 
verfahren unterworfen. 

Das Ol wird in 750 cem 70°, igem Alkohol suspendiert und 6 mal 
mit je 210 cem Benzin extrahiert. Die ersten 3 Benzinextraktionen werden 
zusammen 2mal mit je 200 ccm 70°/,igem Alkohol, die letzten drei zu- 
sammen i mal mit 200 cem 70°/,igem Alkohol geschiittelt. Diese 600 ccm 
alkoholische Lésung werden durch 6 maliges Extrahieren mit 170 ccm Benzin 
von Cholesterinen befreit und nun gemeinsam mit der urspriinglichen alko- 
holischen Lésung bei Unterdruck eingeengt. Zum Riickstand werden 
170 cem destilliertes Wasser gegeben und das Gemisch mit Ather auf- 
genommen, wobei Emulsionsbildung durch Zusatz von Kochsalz verhindert 
wird. Der Riickstand der atherischen Lésung lést sich in 65 eem 60°/,igem 
Alkohol ziemlich klar. Diese Lésung wird 5 mal mit Benzol ausgeschiittelt 
und ergibt nach Trocknen iiber Natriumsulfat einen Riickstand von 3,0 g 
mit 100 Co. E. was einer Ausbeute von fast 50°/, entspricht. Physiol. Prii- 
fung: 60 mg +++, 45mg +++, 30mg +++. 

b) Methanol-Glycerin gegen Benzin. 65g Rohél mit rund 
210 Co. E. werden in 600 cem Methanol des Handels gelést und in die klare, 
rotbraune Lisung 50 cem Glycerin (2 mal destilliert, d = 1,26) langsam unter 
Schiitteln einflieBen gelassen, wobei eine Triibung der Lésung auftritt. 
Das kolloide Gemisch wird nun einmal mit 200 cem Benzin (Siedep. 50—60°) 
geschiittelt, wobei die Triibung verschwindet, und dieses Ausschiitteln mit 
je 150 cem Benzin noch 3 mal wiederholt. Die vereinigten Benzinlésungen 
werden noch einmal mit einer Mischung aus 200 cem Methanol, 25 ecm Gly- 
cerin und 70 ccm Benzin gewaschen und diese Waschlésung mit der ersten 
Glycerin—Methanollésung vereinigt. Nach Einengen der Lésung bei Unter- 
druck, Hinzufiigen von 500 ccm destilliertem Wasser, Ausithern des Ge- 
misches wird die dtherische Lésung iiber entwissertem Natriumsulfat ge- 
trocknet. Ihr Riickstand betragt 25 g. 

Diese 25 g werden in 1500 g gewéhnlichem Alkohol (93,5°/,ig in Ge- 
wichtsprozenten) aufgenommen und zur rotbraunen Liésung 500 ccm destil- 
liertes Wasser gegeben. Die entstandene 170°/,ige alkoholische Lésung 
wird nun 1 mal mit 400, 4mal mit je 300 cem Benzin (Siedep. 30—50°) ge- 
schiittelt, danach bei Unterdruck eingeengt und der wiBrige, kolloide Riick- 
stand nach Zugabe von Natriumchlorid und destilliertem Wasser aus- 
geithert. Nach Trocknen der dtherischen Lésung iiber entwissertem Natrium- 
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sulfat wird ein Riickstand von 8g Zwischen6!l mit 160 Co.E. erhalten, 
was einer Ausbeute von 75°/, entspricht. Physiol. Priifung: 50 mg +++, 
40 mg + +. 

Weitere Reinigung des Zwischendéls. 8 g Zwischenél mit rund 
160 Co.E. werden in 200 cem Glycerin 1 Stunde bei 60° intensiv geriihrt 
und die im Glycerin ungelésten Anteile auf der Zentrifuge abgeschleudert. 
Die klare Lésung wird aus dem Zentrifugenglas herausgesogen und der 
Riickstand noch 3 mal in genau derselben Weise mit je 160 cem Glycerin 
behandelt. Die vereinigten und noch einmal zentrifugierten Glycerinausziige 
werden schlieBlich mit Benzol erschépfend extrahiert. Die Benzollésung 
enthilt nach Trocknen iiber Natriumsulfat 810 mg Ol mit 100 Co. E., was 
einer Ausbeute von 62°/, entspricht. Physiol. Priifung: 8mg + +,11 mg ++. 
Der Gehalt an Follikelhormon wurde zu 340 M.E. ermittelt, so da also 
nur ein Gewichtsteil Follikelhormon in 20000 Gewichtsteilen des Ols ent- 
halten ist. a 

810 mg Ol mit 100 Co.E. werden in 800 ccm Benzin vom Siedep. 50 
bis 60° bei 50° gelést, der unldsliche Riickstand von 120 mg verworfen, 
3g Fasertonerde zur Lésung gegeben und das Gemisch 1 Stunde ge- 
schiittelt. Die abfiltrierte Tonerde wird gut mit Benzin nachgewaschen. 
Die Benzinlésung enthilt 400 mg Substanz mit der gesamten Aktivitiit. 
Physiol. Priifung: 4mg ++, 6mg +++. 


Ks wire uns nicht méglich gewesen, diese Untersuchungen, 
die sehr viel kostbares Ausgangsmaterial, Apparaturen, Chemi- 
kalien und Tiere erforderten, durchzufiihren, wenn uns die Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft nicht in groB- 
ziigiger Weise unterstiitzt hitte. Wir danken auch an dieser 
Stelle der Notgemeinschaft fiir ihre weitgehende Hilfe, 
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Uber die enzymatischen Komponenten der Proteinase 
aus Pankreas. 
Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Shiro Akabori. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1934.) 


Mit der Isolierung des Trypsins in hochgereinigter, krystalli- 
sierter Form durch J.H. Northrop und M. Kunitz?) hat die 
Beschreibung des proteolytischen Systems der Pankreasdriise eine 
wesentliche Férderung erfahren. Nicht nur der Reinheitsgrad des 
Enzyms war weit héher als der der bisher in der Literatur be- 
schriebenen Priaparate, auch sein Wirkungsbereich bei der Hydrolyse 
von KiweiB erschien enger begrenzt; denn das AusmaB der Hydro- 
lyse von Casein, das E. Waldschmidt-Leitz und E. Simons? 
in ilteren Versuchen mit ,,T'rypsinkinase“ beobachtet hatten, war 
weit gréBer als das durch krystallisiertes Trypsin bewirkte. 

Diese Aussage bedurfte erneuter Priifung. Denn die in jener 
alteren Untersuchung angewandte ,,T'rypsinkinase“ war inzwischen 
als ein Enzymgemisch erkannt, die Abtrennung von Carboxy- 
polypeptidase*) und von Protaminase*) daraus beschrieben worden. 
Die Frage nach Eigenart und Wirkungsbereich der proteolytischen 
Komponenten des Pankreas war ferner von neuem aufgeworfen 
mit der Beschreibung eines neuen, spezifischen Enzyms durch 
M. Kunitz und J. H. Northrop’), des sog. Chymotrypsins, von 
besonderer milchkoagulierender Wirkung. 

Die dankenswerte Uberlassung von Priparaten des hoch- 
gereinigten Trypsins und des Chymotrypsins durch Herrn Dr. 
J.H.Northrop hat es uns erméglicht, den Vergleich des Wirkungs- 


1) J. gen. Physiol. 16, 267 ff. (1932). 

2) Diese Z. 166, 99 (1926); vgl. auch E. Abderhalden u. E. Schwab, 
Fermentforschg. 11, 92 (1929). 

3) E.Waldschmidt-Leitz u. A.Purr, Ber. Chem. Ges. 62, 2217 (192%). 

4) a) E.Waldschmidt-Leitz, Fr. Ziegler, A.Schaffner u. L. Weil, 
Diese Z. 197, 219 (1931); b) E. Waldschmidt-Leitz u. E. Kofranyi, 
ebenda 222, 148 (1933). 5) Science 78, 558 (1933). 
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bereichs dieser beiden Enzympriparate mit dem der nach unserem 
Verfahren gereinigten Pankreasproteinase an einigen Beispielen 
durchzufiihren. Der Vergleich betrifft die Spaltbarkeit von Casein, 
Sturin, Clupein sowie von Clupean, dem Produkte der Einwirkung 
yon Protaminase auf Clupein’), als Substrat. Wir verzeichnen 
die Ergebnisse in nachstehender Tabelle sowie in den Fig. 1—4. 
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Fig. 2. Spaltbarkeit von Sturin. 
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Fig. 1. Spaltbarkeit von Casein. 
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Fig. 3. Spaltbarkeit von Clupein. Fig. 4. Spaltbarkeit von Clupean. 





Wie die Tab. 1 erkennen liBt, findet man den Wirkungs- 
bereich des Northropschen Trypsins gegeniiber Casein in der 
Tat wesentlich kleiner als den des Proteinasepriiparates; gegen- 
iiber den beiden Protaminen, Clupein und Sturin, stimmen die 
Leistungen der beiden Enzympriparate indessen nahezu iiberein. 
Nur bei dem Protaminabbauprodukte Clupean ergibt sich fiir das 
Northropsche Priparat ein erheblich héherer Spaltungsbereich. 
Die Leistung des Chymotrypsins andererseits findet man in allen 
untersuchten Fillen geringer als die der Proteinase. 

Die Ergebnisse der Versuche an Casein, Sturin und Clupein 
insgesamt erscheinen mit der Annahme vereinbar, daB die nach 














1) Vgl. S, 224, Anm. 4a. | 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COX XVIII, 15 
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Tabelle 1. 
Wirkungsbereich von Trypsin, Chymotrypsin und Proteinase. 
(Angaben bedeuten Zuwachs in Kubikzentimeter 0,2 n-NH, 
bis zum Stillstand der Einwirkung auf 0,20 g Substrat.) 

















my . | Sturin- | Clupein- | Clupean- 
SA amnye sae sulfat | sulfat sulfat 
1 | Trypsin (Northrop)... . . 0,88 2,34 2,22 1,84 
2 | Chymotrypsin (Northrop) . . | 1,14 1,28 1,12 — 
3 | Trypsin + Chymotrypsin . .]| 1,41 — — 
3) eee eae 1,49 2,21 2,09 1,10 
5 | Chymotrypsin nach Trypsin 
(imsagesamt). . . . 1... - 1,10 — — — 
6 | Trypsin nach Chymotrypsin 
(insgesamt). ....... 1,57 = —- — 
7 | Proteinase nach Chymotrypsin 
(imegesamt). . . . 1. 23> — 2,34 — — 
8 | Proteinase nach Trypsin (ins- 
gesamt) ... 2... +s 1,50 —- ~-- — 














unseren Verfahren dargestellten Priparate der Pankreasproteinase 
neben dem eigentlichen tryptischen Enzym noch eine 
Beimischung von Chymotrypsin enthalten. Dieser Annahme 
entspricht auch der Befund, daf fiir ein kiinstliches Gemisch der 
beiden Northropschen Enzympriparate die nimliche enzymati- 
sche Leistung beim Abbau des Caseins beobachtet wird wie fiir 
die Proteinase. Diese Feststellung wird auch nicht beeintrichtigt 
durch die Beobachtung, daB der erreichbare Spaltungsgrad von 
der angewandten Reihenfolge in der EKinwirkung der beiden 
Enzyme abhingig gefunden wird (Versuch 5 und 6); es hat nur 
den Anschein, daf die Einwirkung des Chymotrypsins auf ,,tryp- 
sin“-verdautes Casein zu wiederum ,,trypsin“-spaltbaren Abbau- 
produkten fiihrt. 

Die héhere Leistung der Proteinaseliésungen beim Casein- 
abbau, verglichen mit der des ,,T'rypsins“, ist auf die Beimengung 
des Chymotrypsins in jenen zuriickzufiihren. Aber das vorliegende, 
za spiarliche Versuchsmaterial erlaubt keine Entscheidung der 
Frage, ob die durch das Chymotrypsin bedingte Mehrleistung, 
die bei den Protaminen fehlt, fiir den Abbau héhermolekularer 
Proteine iiberhaupt oder nur fiir den des Caseins charakteristisch ist. 

Die Gegenwart des Chymotrypsins in den Proteinasepriparaten 
la4Bt sich nachweisen auf Grund: der besonders ausgeprigten 
milchkoagulierenden Wirkung dieses Enzyms. Sein Anteil in den 
Gemischen mit dem gleichfalls labend wirkenden ,,Trypsin“ labt 
sick schitzen durch die Ermittlung der zur Gerinnung eben hin- 
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reichenden Konzentration an Calciumion; diese fillt mit steigen- 
dem Chymotrypsingehalte in den Gemischen. So entsprach in 
einem gereinigten Proteinasepraparate gewohnlicher Darstellung das 
» Lrypsin“ 
| Chymotrypsin 
| etwa 9:1; als Grundlage des Mengenvergleichs der beiden Kom- 
ponenten diente die Geschwindigkeit ihrer hydrolytischen Kin- 
wirkung auf Casein. 

Auch eine nahezu vollstindige Abtrennung des Chymotryp- 
sins aus gereinigten Praiparaten von Proteinase ist durchgefihrt 
worden. Sie gelingt mit den durch Erwirmen vorbehandelten 
Lésungen durch wiederholte Adsorption mit Tonerde der Sorte A, 
welche das Chymotrypsin aufnimmt, und mit nur unbedeutenden 
Verlusten an ,,T'rypsin“. 

Die Abtrennung des Chymotrypsins aus den von uns be- 
schriebenen Priiparaten der Pankreasproteinase, welche durch die 
von Northrop durchgefiihrte Kennzeichnung dieses besonderen 
Enzyms angeregt war, wird fiir die Anwendung der Proteinase 
bei der Untersuchung des KiweiBabbaus von Nutzen sein. Aber 
es bleibt dahingestellt, inwieweit auch die chymotrypsinfreie 
Proteinase oder das ,,krystallisierte Trypsin“ proteolytisch einheit- 
liche Enzympriiparate darstellen. Zwar zeigen die beiden Pripa- 
rate in ihrer hydrolytischen Leistung gegeniiber einer Reihe von 
RiweiBkérpern Ubereinstimmung. Allein der schon angefihrte 
Befund des wesentlich weiteren Wirkungsbereiches gegeniiber 
Clupean fiir das Northropsche Trypsin mahnt zur Vorsicht; er 
scheint noch gegen die enzymatische Kinheitlichkeit dieses Pripa- 
rates zu sprechen. 





Verhiltnis der beiden enzymatischen Komponenten 


Versuche. 


1, Enzympraparate. Herr Dr. J. H. Northrop, Princeton, N. J., hatte 
die groBe Freundlichkeit, uns je eine Probe von hochgereinigtem Trypsin 
wd von krystallisiertem Chymotrypsin zur Verfiigung zu stellen, wofiir wir 
ihm auch an dieser Stelle herzlich danken. 

In 1,0 cem einer wiBrigen Lésung des Trypsins (0,0946 g in 25 ccm 
H,0), enthaltend 0,15 mg Proteinstickstoff, ma8 man eine enzymatische 
Wirkung gegeniiber Casein entsprechend 0,62 T.-(e.); in dem von J. H. Nor- 
throp und M. Kunitz‘) angegebenen MaBe betrug die Aktivitit des Pripa- 

Casein v. Slyke 
rates: (T. U.) om PB = 0,043. 

In 1,0 cem einer wiBrigen Lésung des Chymotrypsins (0,0836 g in 
2) cem H,O) maB man eine hydrolytische Wirkung gegeniiber Casein ent- 
‘prechend 0,25 T.-(e.). 


') J. gen. Physiol. 16, 313 (1932). 
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100 ccm frischen Glycerinauszug aus Schweinepankreas, mit 100 cen 
H,O verdiinnt und mit 10,0 ccm Enterokinase aktiviert, behandelte may 
nach Zugabe von 10,0 cem n-Acetatpuffer von py = 3,8 5mal mit je 10,0 cem 
Tonerdesuspension der Sorte C, (= je 205 mg Al,O,) zur Abtrennung der 
ereptischen Peptidasen. Die Adsorptionsmutterlauge wurde weiterhin nach 
der Neutralisation 5mal mit je 10,0 ccm und 9mal mit je 15,0 ccm Tonerde 
der Sorte A (1,0 ccm = 25,5 mg Al,O,) adsorbiert; dann fand man die Rest. 
lésung von den Adsorptionen frei auch von Carboxy-polypeptidase und yon 
Protaminase. 

1,0 ccm der Lésung enthielt zufolge der Bestimmung 0,20 T.-(e.) sowie 
0,515 mg Proteinstickstoff; die Aktivitit des Priiparates entsprach (T.U)) 
Casein vy. Slyke 

“> i —_ 


2. Wirkungsbereich bei der Eiwei8hydrolyse. 


a) Spaltung von Casein. 


Tabelle 2. 

Hydrolyse von Casein mit gereinigtem Trypsin, darauf mit Proteinase. 
(Caseinlésung: 5,0 g Casein (Hammarsten) + 3,5 cem n-NaOH in 0,1-mol, 
Phosphatpuffer von py = 7,7 zu 100 ccm gelést. Ansatz: 10,0 cem Casein- 
lésung + 10,0 cem Trypsinlésung [= 1,9 T.-(e.)];_ 35,5°; Angaben beziehen 

sich auf die Analysenprobe von 2,0 ccm entspr. 0,05 g Casein, 
bzw. die aliquote Menge.) 











Zuwachs 


Zeit in Stunden mg NH,-Stickstoff 











D 
17 
40 





0,48 
0,55 
0,62 





Hydro 
(Ansat 


35,5 °s 


a) Hierauf zu 2,0 ccm des Ansatzes 
wiederum 1,0 ccm Enzymlésung zugefiigt: 
17 | 0,05 
b) Zu 6,0 cem des Ansatzes 3,0 ecm Proteinase 

[=0,54 T.-(e.)] zugefiigt: 
1 0,24 
23 0,44 


Tabelle 3. 
Hydrolyse von Casein mit gereinigtem Trypsin, darauf mit Chymotrypsiv. 
Ansatz: 10,0 ecm Caseinlésung (vgl. Tab. 2) + 6,0 cem Trypsinlésung 
[ =1,2 T.-(e.)] + 4,0 cem H,O; 35,5°; Angaben beziehen sich auf die Analysen- 
probe von 4,0 cem entspr. 0,10 g Casein, bzw. die aliquote Menge. 


(Ansatz 
Angabe 








Zeit in Stunden 
24 
40 








Zuwachs 
mg NH, -Stickstoff 











1,06 
1,13 


Hierauf zu 8,0 ccm des Ansatzes, 10 Minuten 
auf 100° erhitzt, 
2,0 cem Chymotrypsin [=0,40 T.-(e.)] zugefiigt: 
1 0,12 
0,41 


17 
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Tabelle 4. 


Hydrolyse von Casein mit gereinigtem Trypsin + Chymotrypsin. 
(Ansatz: 20,0 cem Caseinlésung + 10,0 cem Trypsinlésung [= 1,9 T.-(e.)] 
+ 10,0 cem Chymotrypsinlésung [= 2,3 T.-(e.)]; 35,5°; Angaben beziehen 

sich auf die Analysenprobe von 4,0 cem entspr. 0,10 g Casein. ) 





























high - Juwachs 
nf’ Zeit in Stunden mg NH, -Stickstoff 











Tabelle 5. 


Hydrolyse von Casein mit Chymotrypsin, darauf mit gereinigtem Trypsin. 
(Ansatz: 20,0 cem Caseinlésung + 10,0cem Chymotrypsinlésung [= 2,0 T.-(e.)]; 
iL 35,5°; Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe von 3,0 cem entspr. 
n- 0,10 g Casein, bzw. die aliquote Menge.) 





 Zuwachs 
mg NH, -Stickstoff 


Zeit in Stunden 





5 1,23 
22 1,34 
30 1,44 
46 1,55 








Hierauf zu 6,0 cem des Ansatzes, 
10 Minuten auf 100° erhitzt, 
2,0 ecm Trypsinlésung [=0,4 T.-(e.)] zugefiigt: 
3 0,53 
20 0,65 


Tabelle 6. 


Hydrolyse von Casein mit Proteinase. 
(Ansatz: 20,0 cem Caseinlésung + 20,0 cem Proteinase [=4,0 T.-(e.)]; 35,5°; 
Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe von 4,0 cem entspr. 0,10 g 
Casein, bzw. die aliquote Menge.) 





Zeit in Stunden 


—Juwachs 
mg NH,-Stickstoff 











4 1,54 
15 1,95 
24 2,02 
40 2,08 


Hierauf zu 4,0 ccm des Ansatzes 
2,0 cem Enzymlésung [=0,4 T.-(e.)] zugefiigt: 
4 | 0,04 
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b) Spaltung von Sturin. 
Tabelle 7. 


Hydrolyse von Sturin mit gereinigtem Trypsin. 
(Ansatz: 10,0 ccm 5°/iges Sturinsulfat (1,0 cem enth. 10,24 mg Stickstoft) 
+ 10,0 cem 0,1-mol. Phosphatpuffer (pq = 7,7) + 5,0 ccm Trypsinlésung 
f=1,15 T.-(e.)]; 35,5°; Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe von 
5,0 cem entspr. 0,10 g Sturinsulfat.) 











Zuwachs 


Zeit in Stunden mg NH,-Stickstoff 














1 2,02 
5 2,58 
25 3,00 
48 3,27 
Tabelle 8. 


Hydrolyse von Sturin mit Chymotrypsin, darauf mit Proteinase. 
(Ansatz: 20,0 cem 5°/,iges Sturinsulfat + 20,0 ccm 0,1-mol. Phosphatpuffer 
(Py = 7,7) + 10,0 cem Chymotrypsinlésung {[=4,0 T.-(e.)]; 35,5°; Angaben 
beziehen sich auf die Analysenprobe von 5,0 ccm entspr. 0,10 g Sturinsulfat, 

bzw. die aliquote Menge.) 











Zeit in Stunden 











Zuwachs : 
mg NH,-Stickstoff 





5 1,18 
18 1,79 
28 1,82 


Hierauf zu 25,0 cem des Ansatzes 
5,0 cem Proteinase [=0,95 T.-(e.)] zugefiigt: 


1 0,87 
15 1,36 
26 1,41 


Tabelle 9. 


Hydrolyse von Sturin mit Proteinase. 


(Ansatz: 20,0 cem 5°/,iges Sturinsulfat + 20,0 cem 0,1-mol. Phosphatpuffer | 


(px = 7,7) + 10,0 ccm Proteinase [=1,9 T.-(e.)]; 35,5°; Angaben beziehen 
sich auf die Analysenprobe von 5,0 cem entspr. 0,10 g Sturinsulfat, 
bzw. die aliquote Menge.) 











Zuwachs 


Zeit in Stunden mg NH, -Stickstoff 











1 1,92 

5 2,33 
32 2,99 
48 3,10 


Hierauf zu 5,0 cem des Ansatzes 
0,75 ccm Proteinase [=0,14 T.-(e.)] zugefiigt: 
20 | 0,07 


Ube 


(An: 


+ 24 
[=1, 


(Ans 
(Px = 


ziehe 


( Anss 
+ 20, 
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c) Spaltung von Clupein. 


Tabelle 10. 
Hydrolyse von Clupein mit gereinigtem Trypsin. 
| (Ansatz: 20,0 cem 5°/,iges Clupeinsulfat (1,0 ccm enth. 11,30 mg Stickstoff 
g + 24,0 cem 0,1-mol. Phosphatpuffer (py = 7,7) + 6,0 ccm Trypsinlésung 
" (=1,9 T.-(e.)]; 35,59; Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe von 
5,0 cem entspr. 0,10 g Clupeinsul fat. ) 








it Zuwachs 
Zeit in Stunden mg NH,-Stickstoff 








2,12 
2,53 
2,64 
2,90 
3,11 





He» bo 
Ore OO 


Tabelle 11. 


Hydrolyse von Clupein mit Chymotrypsin. 

.n (Ansatz: 10,0 cem 5°/,iges Clupeinsulfat +- 10,0 cem 0,1-mol. Phosphatpuffer 
At, (Pp = 1,7) + 5,0 com Chymotrypsinlésung [=1,0 T.-(e.)]; 35,5°; Angaben be- 
ziehen sich auf die Analysenprobe von 5,0 cem entspr. 0,10 g Clupeinsulfat. ) 








Zuwachs 
mg NH,-Stickstoff 


2 0,87 


Zeit in Stunden 








19 1,71 
42 1,98 


Tabelle 12. 


Hydrolyse von Clupein mit Proteinase. 
(Ansatz: 20,0 cem 5°/,iges Clupeinsulfat + 20,0 cem 0,1-mol. Phosphatpuffer 
(py = 7,7) + 10,0 com Proteinase [=2,2 T.-(e.)]; 35,5°; Angaben beziehen 
sich auf die Analysenprobe von 5,0 ccm entspr. 0,10 g Clupeinsul fat. ) 








er | — Zuwachs 
- Zeit in Stunden mg NH, - Stickstoff 











1 2,04 

6 2,38 
22 2,66 
48 2,93 


d) Spaltung von Clupean. 
Tabelle 13. 


Hydrolyse von Clupean mit gereinigtem Trypsin. 


(Ansatz: 20,0 cem 2,5°/,iges Clupeansulfat (1,0 cem = 5,06 mg Stickstoff 
+ 20,0 cem 0,1-mol. Phosphatpuffer (pq = 7,7) + 10,0 cem Trypsinlésung 
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=1,9 T.-(e.)]; 35,5°; Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe von 
5,0 cem entspr. 0,05 g Clupeansulfat, bzw. die aliquote Menge.) 








Zawachs 
mg NH, -Stickstoft 


Zeit in Stunden 

















1,5 0,92 
17 1,10 
40 1,17 


Hierauf zu 10,0 cem des Ansatzes 
2,0 eem Trypsinlésung [=0,38 T.-(e.)] zugefiigt: 
4 0,12 
22 0,13 


Tabelle 14. 

Hydrolyse von Clupean mit Proteinase. 
(Ansatz: 20,0 cem 2,5°/,iges Clupeansulfat + 20,0 cem 0,1-mol. Phosphat- 
puffer (py = 7,7) + 10,0 cem Proteinase [=1,7 T.-(e.)]; 35,5°; Angaben be- 
ziehen sich auf die Analysenprobe von 5,0 ccm entspr. 0,05 g Clupeansulfat, 
bzw. die aliquote Menge.) 











Zuwachs 


Zeit j 
eit in Stunden mg NH,-Stickstoff 





1,5 0,37 





17 0,72 
40 0,77 


Hierauf zu 10,0 cem des Ansatzes 
2,0 cem Proteinase [=0,34 T.-(e.)] zugefiigt: 
3,5 0,02 
22 0,00 


3. Abtrennung des Chymotrypsins von Proteinase. Fiir die Ab- 
trennung beigemengten Chymotrypsins aus den Liésungen der 
Proteinase, die durch Einwirkung von Tonerde A bei annidhernd 
neutraler Reaktion durchgefiihrt wird, empfiehlt es sich, die rohen 
Ausziige aus Pankreas zuvor durch Erhitzen zu enteiweiBen und 
sie so gleichzeitig von dem gréBten Teil der beigemischten Pepti- 
dasen zu befreien; diese sind viel weniger hitzebestindig. Prote- 
inase selbst findet man nur in aktiviertem Zustande unbestiindig 
gegen Erwirmen, in nicht aktivierter Form dagegen recht be- 
stindig. Wir beschreiben das Verfahren der Darstellung nahezu 
chymotrypsinfreier Proteinase nachstehend an einem Beispiel: 


50 cem frisch bereiteten, tryptisch inaktiven Glycerinauszugs aus 
Schweinepankreas, mit 50 ccm H,O + 5 ccm n-Essigsiiure verdiinnt, erhitzte 


Tryy 
sond 
geri 
Gehe 





E. W 
191 (1 
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D man im Wasserbade 5 Minuten lang auf 83—86°, kiihlte sodann rasch ab 
und trennte nach dem Abstumpfen der Essigsiure mittels 4 cem n-NaOH 
yom ausgeflockten EiweiB in der Zentrifuge. Die erhaltene Lésung wurde 
sodann einer 2maligen Adsorption mit je 10,0 ccm Tonerde C, (= je 205 mg 
Al,O,) unterworfen, darauf neutralisiert. Die erhaltene Adsorptionsmutter- 
lauge enthielt die Proteinase, aber nahezu vollstindig in nicht aktivierter 
Form [2,0 cem der Lésung gegeniiber Casein’), 1 Stunde, 30°: Aciditits- 
zuwachs entsprechend 0,11 ccm 0,1 n-KOH; 2,0 ccm der Loésung, nach 
1), stiindiger Einwirkung von 1,0 ccm Enterokinase, 20 Minuten, 30°: Aci- 
dititszuwachs entsprechend 0,90 cem 0,1 n-KOH, d. i. 0,38 T.-(e.)]; sie war 
auch frei von den Peptidasen. 

50 cem dieser noch Chymotrypsin enthaltenden Proteinaselésung 
(Proteinase I), enthaltend 9,5T.-(e.), versetzte man zur Aktivierung mit 5,0ccm 
gereinigter Enterokinase und belieB sie tiber Nacht bei Zimmertemperatur. 
Dann wurde die aktivierte Lésung bei neutraler Reaktion 5 mal mit je 
5,0 cem Tonerde A (= je 127,5 mg Al,O,) adsorbiert; die Adsorptionsrest- 
lésung enthielt nun in 65 cem noch insgesamt 9,7 T.-(e.) [2,0 cem, 20 Minuten, 
30°: Aciditétszuwachs entsprechend 0,86 ccm 0,1 n-KOH: 0,30 T.-(e.)], also 
noch die ganze Menge der Proteinase. 

Die so erhaltene Proteinaselésung (Proteinase Il) erwies sich als prak- 
tisch frei von Chymotrypsin. Das Ausma8 ihrer hydrolytischen Leistung 

gegeniiber Casein war, wie Tab. 15 belegt, wesentlich geringer als vor der 
Abtrennung des Chymotrypsins und nur wenig héher, als fiir das Northrop- 
sche gereinigte Trypsin beobachtet (vgl. Tab. 2). 


Tabelle 15. 


Hydrolyse von Casein mit chymotrypsinhaltiger und chymotrypsinfreier 
Proteinase. 

(Ansatz: 10,0 cem Caseinlésung (bereitet wie in Tab. 2 angegeben) + 10,0 ccm 

Proteinase I bzw. Proteinase II, enth. 2,0 bzw. 1,5 T.-(e.); 35,5°; Angaben 

beziehen sich auf die Analysenprobe von 4,0 ccm, entspr. 0,10 g Casein.) 

















Pred Zuwachs (mg NH,-Stickstoff) 
Zeit in Stunden alli 
Proteinase I | Proteinase II 
4 1,54 1,05 
24 2,02 1,30 
48 2,08 | 1,42 





Fiir den Nachweis von Chymotrypsin neben Proteinase bzw. 
Trypsin erwies sich ein Verfahren als geeignet, das auf der be- 
sonderen Fiihigkeit des Chymotrypsins zur Auslésung der Milch- 
gerinnung beruht. In Mischungen der Enzyme mit abnehmendem 
Gehalte an Chymotrypsin findet man nimlich die zur Beobachtung 





1) Beziiglich des Bestimmungsansatzes vgl. bei R. Willstitter, 
E. Waldschmidt-Leitz, 8. Dufiaiturria u. G. Kiinstner, Diese Z. 161, 
191 (1926). 
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der Caseinausflockung eben hinreichende Konzentration an Calcium- 
ion zunehmend erhéht. Der Gehalt einer Proteinase- bzw. Trypsin- 
lésung an dem labenden Enzym lift sich so schitzungsweise er- 
mitteln. Anscheinend ist die Menge des als unlisliches Calciumsalz 
ausfallenden Caseinabbauproduktes in Gegenwart gréBerer Anteile 
Proteinase infolge weitergehender Hydrolyse so sehr vermindert, 
daB es zu seiner Abscheidung einer héheren Konzentration an 
Calciumionen bedarf. Nachstehend beschreiben wir das ein- 
geschlagene Verfahren der Bestimmung auf Grund der Milch- 
gerinnung; die Priifung verschiedener Gemenge von Trypsin und 
Chymotrypsin sowie der in obigem Beispiel angefiihrten Proteinase- 
lésungen findet sich in Tab. 16 wiedergegeben. 

Verfahren fiir die Bestimmung der Milchgerinnung: 10 ¢g 
getrocknete Magermilch (Krause-Medico, Miinchen) wurden durch kurzes 
Aufkochen in 100 ccm Wasser gelést. Je 5,0 eem der Magermilchlésung 
wurden in Reagenzglisern mit wechselnden Mengen (0,04 bzw. 0,06 bzw. 
0,08 bzw. 0,12 ecm) 4°/,iger Calciumchloridlésung, darauf mit jeweils steigen- 
den Mengen der zu priifenden Enzymlésung (entsprechend beispielsweise 
0,04, 0,08, 0,16, 0,32 und 0,64 ccm) versetzt und der Eintritt der Gerinnung 
sowie die hierfiir nétige Zeit bei 40° beobachtet. Die Gerinnung soll inner- 
halb 20 Minuten erfolgen. 


Tabelle 16. 


Einflu8 des Chymotrypsins in Gemischen mit Trypsin bzw. Proteinase 
auf die Milchgerinnung. 
(Enzymgehalt in 1,0 cem der angewandten Lésungen: Gereinigtes Trypsin 
bzw. Chymotrypsin = 0,18, Proteinase I = 0,19, Proteinase II = 0,15 T.-(e.); 
Angaben bedeuten: += Eintreten, — = Ausbleiben der Gerinnung (inner- 
halb 20 Minuten), 0 = nicht gepriift. ) 





























Konzentration an CaCl, (°/,) 

Gepriifte Enzymlésung — _ 

0 | 0,032 | 0,048 | 0,064 | 0,096 
Chymotrypsin: Trypsin = 1:1 . —| + + + 4 
9 : ~ = 1:4. —-| - + + 4 
” ° ” = 1:9. 7); eas + + 
” ; » mish. . 2.15 OO] = _ — 4. 
DNS ese we Vlwce @ 6 —-| — ~~ it 4 
Proteimese tT. 6 2 ee tt twee -j; — — 4+ of. 
‘i — rer ee ee oO; - — _ +. 





Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir 
ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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In welcher Form wird Nahrungseiweif resorbiert? 
I, Mitteilung. 


Von 


E. 8S. London und Nina Kotsehneff. 


(Aus der Abteilung der allgemeinen Pathologie des Stoffwechsels 
des Staatsinstituts fiir experimentelle Medizin in Leningrad.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. August 1934.) 





Um der Aufklarung des gestellten Problems niher zu kommen, 
erscheint am zweckmaBigsten der direkte Weg: 

1. Aufnahme der normalen Resorptionsprodukte und 

2. chemische Analyse der letzteren. Erstere ist mit Hilfe 
der gut ausgearbeiteten Angiostomiemethode?) leicht erreichbar, 
letztere aber verspricht bei der mangelhaften Ausarbeitung der 
Chemie der EKiweiBabbauprodukte verschiedener Komplexitit®)*) 
keine sicheren Resultate. Das einzige, was mit gutem Erfolg 
durchgefiihrt werden kann, ist, den Gehalt der Resorptionsprodukte 
an freiem Amino- und an gebundenem Polypeptidstickstoff zu 
untersuchen. Fiir die gegenwiartige Entwicklungsstufe des Pro- 
blems ist letzteres auch das allerwichtigste. 


Die allgemein verbreitete Auffassung griindet sich auf die klassischen 
Arbeiten von E. Abderhalden®‘), welcher klar und deutlich bewiesen hat, 
da8 ein Hund seinen Bedarf an Stickstoff aus dem Gemisch einfacher 
Aminosiuren decken kann, auch wenn letztere zu den kiinstlich hergestellten 
gehéren. Nach diesen Untersuchungsergebnissen blieb nur die Frage offen, 
ob letztere als das Ergebnis eines Anpassungsaktes bei ungewohnter 
Nahrungszusammensetzung erscheinen, oder einen ProzeB des normalen 
physiologischen Stoffwechsels vorstellen, welcher sich dadurch charakte- 
risieren wiirde, daB das Nahrungseiwei8 vor seinem Eintritt in die Pfort- 
ader restlos in einfache Aminosiduren zerfillt.. Die Aufklarung dieser Frage 
erschien um so dringender, als in den zahlreichen Analysen des Chymus 
der verschiedenen Teile des Darmes wihrend der Eiwei8verdauung, welche 
von E. Abderhalden und seinen Mitarbeitern durchgefiihrt wurden, nur 
ein geringer Gehalt an freien Aminosiuren (ungefihr 7°/,) gefunden wurde. 
Bei Kohlenhydratnahrung dagegen, welche reich an Stirke und Dextrinen 
ist (Brot), findet man im Darmchymus annihernd 20—30°/, einfacher Mono- 
saccharide. 
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Die Versuche des einen von uns [N. P. Kotschneff®)] haben gezeigt, da8 


die Darmwand passieren. 
gepriift und bestitigt’).] 


nach Fleischfiitterung, wie auch bei kiinstlicher Finleitung von verschiedenen 
Abbauprodukten des EiweiBes in den Darm durch eine Injektionsfiste] 
nicht nur Aminosiuren, sondern auch kompliziertere Aminosiureverbindungen 
[Letzteres wurde von M.R. Martens nach- 
Wihrend die Biuretreaktion im Darmchymus 
aller Abschnitte des Verdauungstraktus fast immer positiv ausfillt, ist 
dieselbe in Filtraten des Blutes der Pfortader negativ. Nach unmittelbarer 
Einfithrung von Aminosiiurelésungen in den Diinndarm wird im Pfortader- 
blute (im Vergleich mit dem gleichzeitig mit ihm entnommenen arteriellen 
Blute) Anstieg nicht nur an Aminostickstoff, sondern auch teilweise an 
Polypeptidstickstoff gefunden, wiihrend im niichternen Zustande das Blut 
bei der Durchstrémung der Darmwand keine bemerkenswerten Verinde- 
rungen seines Gehaltes an Amino- und Polypeptidstickstoff aufweist. 


Wir stellten nun an angiostomierten Hunden eine Reihe 


von Versuchen an, in welchen 9 verschiedene EiweiBarten in den 
Magen eingefiihrt wurden und jedesmal nach Verlauf einer 





Tabelle 1. 
) © we we Abgabe(+) | 542 
& bs Amino-N peptid-N Retention (—) = Aas 
ae | — durch den Darm | § & 2% 
Nahrung (per os g = 2 |in mg pro 100cem Blut in mg-*/, 3 E me 
= mee SS in 
Nr. eingefihrtes Bae ae F a ; SA sg? 
EiweiB RAiao| § [ze] 3 a A 12255 
lwelb) wa Slane) BS JE] } : S5e8 
o5F1o5/] S So; + = ~ o mA 
Ts a< 5 a+ 5 "S os 5 22 
#8 [26 < 2s = a 2 PEST 
Ss éa os See: 
1 | Pferdefleisch. 500g | 1Std.|7,83/ 8,99]5,70| 7,69] + 1,16/+1,99] 63 
2 | Pferdefleisch 500g] 1 ,, | 7,12} 7,72]6,56) 7,38] + 0,60 | + 0,82 55 
3 | Hundefleisch 500g} 1 ,, |8.55)| 9,54) 7,98) 7,27] + 0,99 | + 1,29 56 
. pce cedinta Be {1 » 17,54| 8701607] 826] +1,16/+2,19] 65 
5 ae eS }1 » 17,98} 9,40 5,79/ 74] #142) 41,61] 53 
. ree een Pg {1 » [6,84) 7,55]8,55 10,96] + 0,71) +241] 77 
7 iadin 35 g i id ass o 
_iiadin 96 - I » [77 | 84 [7,9 10,26] +070} 42,36] 77 
, nan | | 
S feos ae {1 , |8,96 10,36] 8,14 11,0 | +1,41|+2,87) 67 
ee " 
7 sp Puede ja ‘ 6,27, G12 7,17 | 8,68} + 0,85 | + 1,51 64 
| | 
ine 6 ee 
* be arn {1 » [6,5 | 7,41] 7,89/ 8,54] +0,91|+0,65) 41 
zs 
| 62 











Im Durchschnitt 
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Stunde gleichzeitig arterielles Blut und Pfortaderblut entnommen 
wurden. Die Erfahrung hat gezeigt, daB zu dieser Zeit der Ver- 
dauung die Resorption der EKiweiBabbauprodukte ihre maximale 
Hohe erreicht. Aus den in Tab. I angefiihrten Daten ist ersicht- 
lich, daB bei normalem VerdauungsprozeB die Produkte der 
EiweiBresorption an Polypeptidstickstoff ziemlich reich sind 
(etwa 41—77 °/,) und daB den EKiweiBabbauprodukten des Re- 
sorptionsblutes eine strukturelle Differenz eigen ist, welche ver- 
mutlich der Art des Nahrungseiweifes irgendwie entspricht. 

Aus der ganzen Reihe von uns untersuchter KiweiBsubstanzen 
wurden nach Hiereiwei’- und Gliadin-Verabreichung die héchsten 
Polypeptid-N 
Polypeptid-N + Amino-N 
blut der Pfortader gefunden (77°/,). Am niedrigsten lag der Peptid- 
quotient der resorbierten Eiweifderivate nach Gelatineeinfiihrung 
(41°/,). Bemerkenswert ist auch, da8 nach artgleichem Hunde- 
fleisch der Polypeptidquotient der resorbierten KiweiBabbauprodukte 

eben so hoch, wie nach fremdartigem Pferdefleisch war. 
In der zweiten Tabelle sind die Versuche angefihrt, in 
welchen der Polypeptidquotient der in das Pfortaderblut resor- 


Tabelle IL. 


Polypeptidquotienten 100 im Resorptions- 




















Abgabe (+) |43.2 
Femoral- fortad Retention (—) |.2 as 
arterie Pfortader | durch den Darm S B ia 
Nr Versuchs- in mg-%/y E Z = 5. 
‘| bedingungen ‘ ; ZASS 
é i 5 a 3 Sy @ 2 275 
ga BA qa 2A aA BA iy ac 
© ro) 
<q = < Ay < a, 2 8 ae 
1 Niichtern 6,12 | 3,85 | 6,12! 3,85] 0 0 ‘ 
1 Std. nach i 
80g Casein 7,26 | 6,11 | 7,69 | 6,84 | +0,43 | +0,73 63 
3 2 Std. nach . ; 
80 g Casein 7,69 | 6,56 | 7,97 | 7,13 | +0,28 | +0,57 67 
4 | 3 Std. 30’ nach 


80g Casein 
5 5 Std. nach 
80 g Casein 
6 1 Std. nach 
250 g Fibrin 
7 2 Std. nach 
250 g Fibrin 
8 4 Std. nach 
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bierten EiweiBderivate wihrend mehrerer Stunden nach Casein- 
und Fibrineinfiihrung in den Magen verfolgt wurde. Die Er- 
gebnisse dieser Versuche zeigen, daf der Polypeptidquotient 
der Resorptionsprodukte, welcher im niichternen Zustande gleich 
Null ist, wihrend der ganzen Verdauungsperiode ziemlich hoch ist 
(60 bis 70°/,); die héchsten Werte wurden dabei 2 Stunden nach 
der Nahrungsaufnahme beobachtet. 

In der dritten Tabelle sind die in unserem Laboratorium 
an Polyfistelhunden (mit der Methode von Sérensen) erhaltenen 
Mittelwerte der Polypeptidquotienten des Magen- und Diinndarm- 
chymus eine Stunde nach Einfiihrung verschiedener KiweiBarten ') 
in den Magen mit unseren an angiostomierten Hunden nach der 
Methode von Hiller und van Slyke®) erhaltenen Polypeptid- 
quotienten der in das Pfortaderblut resorbierten EKiweiBabbau- 
produkte (ebenfalls eine Stunde nach Einfiihrung derselben Ei- 
weifarten) zusammengestellt. Wie aus Tab. III ersichtlich, liegen 
die Polypeptidquotientenwerte des Diinndarmchymus und der 
in das Pfortaderblut resorbierten Eiwei8abbauprodukte ziemlich 
nahe, wihrend die des Mageninhaltes viel héher sind. Fiir die 
5 EiweiBarten (Gliadin, Edestin, Serumeiweib, Casein und Pferde- 
fleisch), fiir welche alle drei Polypeptidquotienten angefiihrt sind, 
betragen die Durchschnittwerte fiir den Mageninhalt 88°/,, fiir 
den Diinndarmchymus 64°/,, fiir die in das Pfortaderblut resor- 
bierten EiweiBabbauprodukte 65°/,. 


Tabelle III. 




















Polypeptidquotient 
es ak | — ; der aus dem Diinn- 
EiweiBart des | des darm in das Pfort- 
Magenchymus | Darmchymus |@derblut passieren- 
| den EiweiBderivate 
-Gliadin .... 93 69 17 
ee 91 69 64 
Gelatine. ... 91 41 
Hundefleisch . . 90 56 
. Serumeiwei8 . . 90 50 67 
EiereiweiB .. . 89 17 
es. fk 88 64 
Ceeeim. .... 86 71 56 
Pferdefleisch . . 82 62 61 











Da die in der Tab. III angefiihrten Polypeptidquotienten in 
Versuchen erhalten waren, die an verschiedenen Hunden mit 








In welcher Form wird Nahrungseiwei8 resorbiert? 939 


Benutzung verschiedener Untersuchungsmethoden durchgefiihrt 
wurden, hielten wir es fiir nétig, diese Ergebnisse noch einmal 
an einem angiostomierten Hunde, welcher auSer einer Pfortader- 
kaniile auch eine Excretionsdarmfistel in dem mittleren Teile 
des Diinndarms besaB, nachzupriifen. 

Sofort nach Entnahme des Diinndarmchymus, 1 Stunde nach der 
Eiweibfiitterung, wurden gleichzeitig Pfortaderblut und arterielles 
Blut entnommen. Die Amino- und Polypeptidstickstoffbestimmungen 
wurden im verdiinnten Chymus ebenso wie in den Blutproben 
nach dem Verfahren von Hiller und van Slyke®) durchgefihrt. 


Tabelle IV. 








; Pfort- Abgabe (+r) Polypeptidquotient 
Zeit der é adeied Retention (—) | 
Entnahme durch den Darm 
des Diinndarm- 
chymus und des 
Blutes 


| 


Diinndarm- 
chymus 
| in den aus dem 


| Diinndarm 
| in das Pfort- 


| 

'aderblut passie- | 
_renden EiweiB- | 
‘abbauprodukten | 


| im 


| 
| 
| 
| 





1 Stunde nach 


for) 
@ 
lor) 
cs 
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Aus den Daten der Tab. IV ist ersichtlich, daB der Poly- 
peptidquotient der aus dem Darme in das Pfortaderblut passierenden 
KiweiBabbauprodukte (64) dem Polypeptidquotienten des Diinndarm- 
chymus (68) sehr nahe steht, was in vollem Einklange mit den 
in Tab. LI angegebenen Versuchsergebnissen steht. 

Aus den soeben beschriebenen Versuchsergebnissen ergibt 
sich klar, da8 die Produkte der EiweiByerdauung durch die Darm- 
wand unverdindert in das Pfortaderblut hiniibergehen; von diesem 
Standpunkte aus findet die Plasteintheorie von A.J. Danilewsky 
(welche einen speziellen ProzeB zwischen Abbau und Aufbau 
wahrend der KiweiBresorption annimmt) in unseren Untersuchungen 
keine Bestitigung. 

Wahrend der EiweiBverdauung beobachteten wir im Blute 
der Pfortader (im Vergleich mit dem gleichzeitig entnommenen 
arteriellen Blute) einen Anstieg des absoluten und relativen Amino- 
siurengehaltes der Blutkérperchen und eine Abnahme des relativen 
und absoluten Aminosiurengehaltes des Plasmas (Tab. V). Nach 
den Angaben von Sbarsky und Muchamedoff*) wird in vitro 
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Tabelle 
Femoral- Femoral- Femoral- 4 
anhalt Pfortader oieatiin Pfortader hoor Pfortader 
eee Ss Se eee 
oz |\b2\24|balea|\ ba) eazl\balea|ea\daleofle, 
S o & ° § ° = 3 S| ° § 5 q A 
i ee ee ee |e 
Plasma ¥ Blutkérperchen ff) 
Vollblut - —~f) Voll 
in mg pro 100 cem Vollblut 
6,44 | 6,44 2,67 [© °° >| 207 | 3,77 4,37 | 
; | 5,88 6,03 2,21 |... 42,88 8,67 |<a.cs4 8,7 
8,96 | 9,1 4,5 | 8,99 | 4,46 5,11 | b0,14 
6,82 7,12 2,61 | | 2,68 4,21 4,44 
| ° 
5,8 5,94 2,99 | 2,9 2,81 3,03 | +0,14 
; 6,87 6,87 1,91 | 2,19 4,96 | 4,68 
6,96 8,12 3,48 | 8,64 | 8,35 4,48 | +1,16 
| 7,12 7,88 1,06 | | 1,31 6,06 | 6,51 
| | 
{ | 
6,67 | 6,75 3,41 | 3,30 | 3,26 3.45 | £0,08 | 
, 6,01 6,01 0,99 | | 1,24 5,02 | 4,77 
)| 7,54 7,98 4,58 | 3,92 | 2,96 4,96 +0,44 | 
6,66 7,98 1,18 | 2,02 5,48 | 5,96 | 
| | | 
| | | | 
eine Adsorption einiger Aminosiiuren durch die Blutkérperchen bn 
beobachtet*); doch adsorbieren letztere nach Sbarsky auch einige J 
héhere Eiweifabbauprodukte. 
Nach Muskelarbeit (30 Minuten dauerndes Ziehen eines mit 
mehreren Ziegelsteinen beladenen Karrens) fanden wir Verminderung E: 
der aus dem Darme resorbierten KiweiSderivate (Aminosiuren und in 
Polypeptide) im Vergleich zu denen, welche unter denselben iibrigen re 
Versuchsbedingungen, doch beim Ausbleiben der Zugarbeit, beob- 
achtet wurden. Der Polypeptidquotient der resorbierten Proteo- de 
lysate war dabei héher als bei gleichen Versuchsbedingungen mit (bi 
Ausnahme des Karrenziehens. \[m Plasma des Pfortaderblutes ch 
wurde im Vergleich zu dem des arteriellen Blutes ein bedeutender ge 
Anstieg an Polypeptid-N und eine Abnahme der Aminosiuren 
beobachtet, wihrend die Verinderungen des Polypeptid- und Amino- de 
siurengehaltes der Pfortaderblutkérperchen (im Vergleich zu denen Ze} 
des arteriellen Blutes) ungefahr dieselben blieben, wie bei den de 
gleichen Versuchsbedingungen (830—35 Minuten nach Einfihrung Te 
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der i] Abgabe (+), Retention (—) durch den Darm 
ae ie di, = cy ¢ | a 
—ZH=Zz | PAlsa | PA | aa | bzw . 
2 g "o & 5 Versuchsbedingungen 
ms < ay < ay < av ities 
D — ~ Plasma Blutkérperchen 
——)s«Vollblut 
in mg pro 100 cem Vollblut 
‘ 0 Niichtern 
3,7 +015] -0,6 |+0,12| +0,6 | +0,03 
140,14 —0,51/+0,07} +0,64| +0,23 | 21/, Stunden nach 400g Fleisch 
4,44 +0,3 per 0s 
eee 9 —_ 
ae +0,14 ‘ 0,09 | +0,28 | +0,22 | —0,28 | ni btorn 
— B+1,16 +0,16 | +0,25 | +1,13 |} +0,51 | 30 Minuten nach 10 g Rektamin in 
6,57 + 0,76 100 ccm H,O direkt in den Darm 
durch eine Jejunumkaniile 
” +0,08 : —0,11 | +0,25 | +0,19| -0,25 | wi chtern 
+0,44 — 0,66 | +0,84| +1,1 | +0,48 | Nach 30 Min. dauerndem Karren- 
5,96 +1,32 ziehen, 35 Min. nach 10g Rektamin 
in 100 cem H,O, direkt in den 
Darm durch eine Jejunumkaniile 











von 100 ccm 10°/,igem Rektamin in den Diinndarm durch eine 
Jejunumfistel), doch ohne Zugarbeit. 


Ergebnisse. 

1. Im Gegensatz zu dem fast allgemein Angenommenen wird 
EKiweiB nicht allein in Form einfacher Aminosiuren, sondern auch 
in Form eines Gemisches derselben mit hédheren Abbauprodukten 
resorbiert. 

2. Der Polypeptidquotient der durch die Darmwand passieren- 
den KiweiSabbauprodukte ist bei verschiedener EiweiSnahrung 
(bzw. bei verschiedenartigen KiweiBabbauprodukten im Diinndarm- 
chymus) verschieden; vermutlich bewahren erstere, wie auch letztere 
gewisse strukturelle Merkmale des verfiitterten KiweiBes. 

3. Der Polypeptidquotient der in das Pfortaderblut passieren- 
den Eiweifderivate unterscheidet sich kaum von dem des gleich- 
zeitig mit dem Pfortaderblute und dem arteriellen Blute wihrend 
der EiweiSverdauung entnommenen Diinndarmchymus (mittlerer 
Teil des Darms). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COX XVIII. 16 
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4, Unsere Angiostomieversuche sprechen nicht zugunsten der 
Danilewskyschen Auffassung der Plasteinentstehung als spezieller 
ProzeB zwischen Abbau und Aufbau wihrend der EiweiBresorption. 

5. Im Pfortaderblute finden wir die aus dem Diinndarm re- 
sorbierten Aminosiuren gréBtenteils in den Blutkérperchen, die 
resorbierten Polypeptide aber gréftenteils im Plasma. 

6. Nach Muskelarbeit (Karrenziehen) wird eine Verminderung 
der Resorption der EiweiBabbauprodukte aus dem Darme beob- 
achtet. 

7. Nach Muskelarbeit wird eine Abnahme der Aminosiuren 
im Plasma des Resorptionsblutes der Pfortader und ein Anstieg 
der Polypeptide in demselben gefunden, bei sehr geringen Ver- 
inderungen des Polypeptidquotienten der Blutkérperchen des 
Resorptionsblutes der Pfortader im Vergleich zu den unter den- 
selben Versuchsbedingungen mit Ausnahme der Muskelarbeit er- 
haltenen Werten. Der Polypeptidquotient des Gesamtblutes steigt 
nach Zugarbeit an. 
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Der intermediaire Umsatz der Kohlehydrate 
nach den Daten der Angiostomie. 


L Mitteilung. 


Von 


E. 8. London, E. F. Iwanenko und M. J. Prochorowa. 


(Aus dem Laboratorium fiir Stoffwechsel 
des Physiologischen Institute der Leningrader Universitit.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. August 1934.) 


In einer unserer friiheren Mitteilungen’) haben wir gezeigt, 
daB eingefiihrte Glykose beim Tiere nicht nur eine Zuckerkurve 
sondern auch eine Glykogenkurve veranlaBt. DaB hierbei auch 
eine Bewegung der Hexosephosphorsiure und der Milchsiure auf 
' intermediirem Gebiete hervorgerufen wird, hierfiir sind in der 
| Literatur nicht wenig Angaben vorhanden’). Daneben finden wir 
-auch Angaben, daB unter den Zwischenprodukten des Kohle- 
hydratumsatzes auch das Methylglyoxal anzutreffen ist. 


So haben Neuberg und Kobel’) das Methylglyoxal beim fermen- 

tativen Zerfall der Kohlehydrate entdeckt. Vogt*) fand bedeutende Methyl- 
_ glyoxalbildung bei den Kohlehydratumwandlungen in der Leber und den 
Nieren der Schweine. Widmann) weist dasselbe fiir das Pferdeblut 
nach. Lohmann®), sowie Walther Haarmann’) fanden, daB die tie- 
| rischen Organe befihigt sind, Methylglyoxal in Milchsiure zu verwandeln. 
Smolin’) hat bei der Besprechung der Frage vom Methylglyoxal als einem 
_ Zwischenprodukte im Kohlehydratstoffwechsel bei der Bombyx mori ge- 
| funden, daB eine Zufuhr von Hexosediphosphat zu den Geweben derselben 
zur Erhéhung der Methylglyoxalmengen fiihrt. 





1) Diese Z. 225, 279 (1934). 
*) Vel. zB. A. M. Dubinsky, Arch. di Sci. biol. 31, 192 (1931). 

3) Biochem. Z. 208, 463 (1928). 4) Ebenda 211, 21 (1929). 
5) Ebenda 224, 157 (1930). 

6) Ebenda 237, 479 (1931); 254, 332 (1932). 

7) Ebenda 255, 125 (1932). 8) Ebenda 267, 34 (1933). 
16* 
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Wenn wir mit Embden und Deuticke®’) annehmen, daf 
die Hexosediphosphorsaiure beim Kohlehydratumsatz im Organis- 
mus vodllig in Phosphorglycerinsiure iibergeht, von welcher sich 
sodann Brenztraubensiure abspaltet, so kénnen wir uns leicht 
vorstellen, daB Methylglyoxal sich in der Folge als Spaltungs- 
produkt der Glycerinaldehydphosphorsiure bilden kann (Charity. 

Das erhaltene Blut wurde von uns schnell durch Trichloressigsiure 
von den EiweiBkérpern befreit, filtriert ynd fiir die Analyse vorbereitet. 
Die Menge des vermutlichen Methylglyoxals bestimmten wir nach der 
Neubergschen Methode in der Modifikation von Barrenscheen”) und 
die Menge der Brenztraubensiiure nach der Methode von Glift und Cook"), 

Unsere Versuche wurden an 8 Hunden angestellt. 2 derselben 
(I und II) hatten je 3 GefaBkaniilen, an der Pfortader, der Leber 
und der Nierenvene, 2 hatten je 2 Kaniilen, an der Portal- und 





Nr. des Versuchs 


Tabelle L. 
A. femo- | V. femo- > V. hepa- ._ {Sinus vende 
ralis ralis V.Portae tica V.renalis sus cerebme 
© © | © o ao} | 9 
= a fF S|. S|. : 
x ie ts ee} ts | 8 ee BO 8 Cree Se 8 re 
Datum |S |SEFS| SS 2 aloe Sal aels slew is sled |e: 
Sm E S| SE S/S mF S/S ae SIS he S/o bE: 
Feo S | ARS] A eS | A eol S| eA S| th (A 
E El | & E E : 
me | 
25. XI. 33] 0 | 0,40 3,66] 0,40 | 3,63] 0,44 3,25] 0,42| [0,30 |3,34 —- | - 
15’ | 0,44 | 4,86] 0,58 | 4,17] 0,30 4,46] 0,60 0,55 |4,00] — | - 
8. XI. 33 | 0 | 0,87 | 3,24] 0,69 | 3,29] 0,92 |5,72] 0,57 0,61 |4,61] — 
15’ | 0,58 | 3,85] 0,72 | 3,74] 0,40 | 6,25] 0,70 0,60 4,60] — | - 
20. XI. 33] 0 | 0,67 |3,29] 0,70 | 3,48] 0,96 | 4,27] 0,68 —|—]| — 
15’ | 0,72 |4,83] 1,02 | 4,70] 0,77 | 4,81 0,95 a oon 
5.1.34 | 0 10,96 /3,69] 0,61 /3,73] — | — 0,96 |4,49] — 
15’ | 0,53 |3,72| 0,64 /4,47) — | — 0,70 | 5,02 
20.1.34 | 0 |0,34) — | — | —- | 0,55 | 3,45 ea a 
15] 0,72} — | — | — ]0,72/3,91 ee oe 
g1.Le4 | © joetisee) — | —| — | —] —| —] —| —Jajfe| a 
ivr, | =) — | —1 — 1 ~~ | — Pear en 
mAlLesi Gaomeewe —) =<] — | —4 ~~] =~ 7 | —teee ae 
15’} 0,78 |5,48) — | —| -- | —| — i an | oo ET ie 
1. IIL. 34 | 0 3,10] — | —|} —| —} —}|—-J] —-|] | By 
15’ eS a | — ees nee eo 

































































*) Klin. Wschr. 6, 213 (1933). 
10) Biochem. Z. 231, 163 (1931); 229, 335 (19381); 231, 144 (1931). 
1) Biochemie. J. 26, 1788 (1932). 
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Lebervene (III) und an der Pfortader und Nierenvene (IV), 
1 Hund (V) hatte nur die Portalkaniile und bei dreien (VI, VII 
und VIII) war am Schiidel der mittlere Hirnsinus freigelegt. Die 
urspriinglichen Zahlen, wie sie bei der Analyse erhalten waren, 
sind in Tab. I angefiihrt. Die Zahlen der Tab. II driicken die 
Differenzen des Methylglyoxals und des Brenztraubensiuregehalts 
des dem Organe zuflieBenden und des von demselben abflieBenden 
Blutes in Milligrammprozenten aus. Fiir alle Organe auBer der 
Leber wurde diese Differenz durch Subtraktion des Gehaltes der 
abflieBenden Vene vom Gehalte der zuflieBenden Arterie erhalten. 
Fir die Leber wurde als zuflieBendes Blut ?/, arteriellen Blutes 
und %/, Pfortaderbluts angenommen. - 


Die Zahlen fiir Methylglyoxal schwanken im ganzen im 
Blutsystem des niichternen Hundes in den Grenzen 0,40 (Vers. J) 
und 0,97 mg-°/, (Vers. VI), nach Glykoseeinfiihrung ins Blut aber 
zwischen 0,40 (Vers. Il) und 1,51 mg-°/, (Vers. VI). Die Zahlen 
fiir die Brenztraubensiure schwanken in niichternem Zustande 
zwischen 3,10 (Vers. VIII) und 5,45 (Vers. VID), wihrend sie nach 
Glykoseinjektion zwischen 3,74 (Vers. IV) und 6,80 mg-°/, (Vers. V1) 
schwanken. Es erreichen demnach bei endogenem Umsatz die 
Werte der Brenztraubensiure eine 5,6-fache und bei exogenem 
Umsatz eine 4,5-fache Héhe im Vergleich zu den Werten des 
Methylglyoxals. Es ist also absolut kein Parallelismus zwischen 
der Kurve des vermutlichen Methylglyoxals und der Kurve der 
Brenztraubensiure bemerklich. Dieses fiihrt uns zur Erwiigung, 
daB das Methylglyoxal im Organismus méglicherweise auf einem 
anderen Wege entsteht als die Brenztraubensiure, und vielleicht 
auf dem Wege des Zerfalls des phosphorglycerinsauren Aldehyds 
nach der oben angefiihrten Vermutung. 


2. Fassen wir die Zahlen fir Methylglyoxal und Brenz- 
traubensiure in den einzelnen GefiBen ins Auge, so bemerken 
wir, daB die héchsten Zahlen des einen wie der anderen dem 
Blute des Hirnsinus zufallen (0,90—1,28 mg-°/, Methylglyoxal 
und 4,10—6,80 mg-°/, Brenztraubensiure). 


Den intermediadren Charakter der Brenztraubensiure im Kohle- 
hydratumsatze leugnet niemand, den intermediiren Charakter des 
Methylglyoxals jedoch leugnet Embden aus rein theoretischen 
Motiven, da man nicht sehen kénne, wie dasselbe sich aus der 
Phosphorglycerinsiure bilden sollte. Es ist klar, daB diese Frage 
nur auf dem Wege der direkten priaparativen Analyse zu ent- 








246 


E. 8. London, E. F. [wanenko und M. J. Prochorowa, 





scheiden ist. In Anbetracht des verhiltnismifig hohen Methyl- 
glyoxalgehaltes im Blute des Hirnsinus, zumal nach intravenéser 
Glykoseeinfiihrung, haben wir unseren Versuch, das Methylglyoxal 
im Reinzustande auszuscheiden, gerade mit dieser Art Blut aus- 
zufiihren in Aussicht genommen, um so mehr, da dasselbe 
in gréBerer Menge sich am leichtesten aus dem Hirnsinus be- 
schaffen lift, welcher direkt und unmittelbar zugiinglich gemacht 
werden kann, ohne vorherige Operation und ohne Kaniile. 


Tabelle II. 


























Nr. Methylglyoxal 
des . 
Ver- Zeit Mus- Da Leber | Ni Hi 
suchs keln rm eper | i\j1ere Irn 
~ Ifo | 0 |+0,04/-0,01|/-0,10! — 
15’ }+0,14 | —0,14 | +0,26 | +0,11 
II] 0 |—0,18|+0,05 }—0,33|—0,26| — 
15’ | +0,14|—0,18 | +0,24 | +0,02 | 
III} 0 {+0,03/+0,29/-0,18; — | — 
15’ |+0,30 | +0,05|+4+0,20)| — 
IV} 0 }|-0,35; — | — 0 is 
15° |+0,11| — | — |+0,17; — 
a al bo: ed A Ml — 
15’ — | 0 | . — | - 
eee ss | we To — |+0,31 
15’ - | fo — |+0,49 
VII} 0 | ~ | — | — |+0,24 
15° | — | — | — |+0,18 
VIIL} 0 a ee eo: a 
wy — | —-}j—}—] = 








3. Aus den Zahlenwerten 


Brenztraubensiure produzieren. 














Brenztraubensiiure 
Darm | Leber} Niere | Hirn 
+0,41| — |-—0,32| - 
+0,10 -0,36 | 
+2,48| — |+1,87 
+2,40| — |+0,84 
eon; — | — 
——ai | 
_ — |+0,80| - 
- - |41,28| — 
aastiante | __— — ne 
i si — | 40,14 
; — | - + 1,1 
soe ee! 
a oe | 0,51 
a a | 4 2.35 
a — + (),6( 

















der Tab. II ist ersichtlich, dab ge- 
rade diejenigen Organe, welche im niichternen Zustande am meisten 
Blutzucker an sich reiBen, das Gehirn und der Darm, mit der 
gleichen Konstanz bei niichternem Zustande Methylglyoxal und 


Dabei fillt es jedoch auf, dab 


die genannten Organe nach intravenéser Kinspritzung von Zucker 
ihre Ausscheidung der beiden genannten Intermedia (so wollen 
wir der Kiirze halber die Produkte des intermediiren Stoffwechsels 
nennen) nicht immer erhdhen, sondern hiufig sogar betriichtlich 


einschrinken. 


Berechnet man die Mittelwerte, so erhilt man fiir das Gehirn bei 
niichternem Zustande + 0,275 mg-°/, Methylglyoxal und + 1,40 mg-°/, Brenz- 
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traubensiiure und nach der Zuckereinfiihrung die Zahlen + 0,335 und 
+ 0,73. Fiir den Darm erhilt man die Mittelwerte: niichtern + 0,15 und 


+ 1,29 und nach der Zuckerbelastung — 0,07 und + 0,86. Die Muskeln, 
die Leber und die Niere konsumieren im niichternen Zustande fast durchweg 
Methylglyoxal und scheiden meistenteils Brenztraubensiure aus; nach der 
Zuckerbelastung dagegen scheiden diese Organe fast bestiindig beide Inter- 
media aus (nur fiir die Brenztraubensiure finden wir bei der Niere in einem 
Versuche [I] eine Retention [— 0,36]). 


Da die Resultate der einzelnen Versuche sich hiufig wider- 
sprechen, d.h. bei gleichen Versuchen bald Produktion, bald 
Retention erhalten wurde, so ist es klar, da& zur endgiiltigen 
Entscheidung der hier angeregten Fragen noch viele Beob- 
achtungen sowohl hinsichtlich der hier untersuchten Organe, als 
auch hinsichtlich solcher Organe, die wir noch nicht berihrt 
haben, notwendig sind. 


Jedenfalls l4Bt sich schon aus dem hier gesammelten Mate- 
rial schlieBen, daB der Kohlehydratumsatz beim héheren Orga- 
nismus in viel komplizierterer Gestalt erscheint, als bisher an- 
genommen wurde, daf als Intermedia im Kohlehydratumsatz 
auBer dem Glykogen und der Milchsiiure auch noch die Brenz- 
traubensiure sowie héchstwahrscheinlich ebenfalls das Methyl- 
glyoxal auftreten, und daB diese Intermedia nicht als chemische 
Ephemeriden erscheinen, welche bloB dazu erscheinen, um sich 
sofort in andere konsekutive Ephemeride umzuwandeln. Denn wenn 
das so wire, so wiirden sie sich schwer im Blute ohne spezielle 
Auffangung bestimmen lassen. Offenbar sind im Blute, welches 
ihnen ja als Transportmittel dient, spezielle Hemmungsmittel vor- 
handen, welche sie zeitweilig stabilisieren. 


Alles das veranlaBt uns zu der Annahme, daB der Kohle- 
hydratumsatz keinen sozusagen punktartigen, sondern einen pro- 
trahierten Charakter hat. Das heift, daB das Zuckermolekiil 
sich nicht an einem und demselben Punkt bis zu Ende, d. h. in 
Kohlenséure und Wasser, spaltet. Die Reihe der Umwandlungen 
kann vielmehr an einer Stelle beginnen, sich an einer zweiten 
und dritten Stelle fortsetzen und an einer ganz neuen Stelle ihren 
Abschlu8 finden. Die Fraktioniertheit des Stoffwechsels gestattet 
ein leichteres und genaueres Graduieren der Wirmeenergie des 
Zerfalles. 


Alle genannten Angaben unterliegen der Nachpriifung in 
unseren weiteren Arbeiten dieser Untersuchungsserie. 
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Zusammenfassung. 


Die Brenztraubensiure ist unzweifelhaft ein Produkt des 
intermediiren Kohlehydratumsatzes bei den héheren Organismen. 
Dieselbe wird beim Zuckerverbrauch durch das Gehirn und den 
Darm bei endogenem wie auch bei exogenem Stoffwechsel, sowie 
auch durch die Muskeln bei endogenem und die Nieren bei exogenem 
Stoffwechsel gebildet. Die von diesen Organen erzeugte Brenz- 
traubensiure tritt in die allgemeine Blutbahn ein, von wo sie 
durch die Nieren beim endogenen Stoffwechsel und durch die 
Muskeln beim exogenen Stoffwechsel zuriickgehalten wird. Die 
Teilnahme anderer Organe an diesem interorganen Umsatz ist 
noch zu untersuchen. 

Das Methylglyoxal ist aller Wahrscheinlichkeit nach eben- 
falls ein partielles Nebenintermedion des Kohlehydratumsatzes. 
Es wird in solchem Falle, ahnlich der Brenztraubensiure im 
Gehirn bei endogenem sowie exogenem Stoffwechsel, im Darm 
bei endogenem und in den Nieren, den Muskeln und der Leber 
bei exogenem Stoffwechsel gebildet; konsumiert wird das Methyl- 
glyoxal bei endogenem Stoffwechsel durch die Leber, die Nieren 
und die Muskeln und bei exogenem Stoffwechsel durch den Darm. 
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Uber krystallisiertes Erythrodextrin. 
Von 


L. Kéhler-Hollander. 





(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1934.) 


Im Laufe von Untersuchungen mit Leberamylase') war es 
winschenswert, ein Substrat zu finden, welches die zuckerbildende 
Kraft unabhingig von der verfliissigenden oder dextrinierenden 
anzeigt. In diesem Zusammenhange wurde aus Amyloamylose’), 
durch Verdauung mit Speichelamylase bis zur rotvioletten Jod- 
firbung*) und einem ,,Maltosewert“*) von etwa 16°/,, Erythro- 
dextrin hergestellt. Nach der Konzentration des Verdauungs- 
gemisches im Vakuum erhielt man aus der verbleibenden wif- 
rigen Lésung das Dextrin als krystallinischen Niederschlag in 
einer Ausbeute von 40—60°/). 

Die einzigen, bisher in der Literatur beschriebenen und in 
krystallisierter Form erhaltenen Zwischenprodukte des amyla- 
tischen Stirkeabbaues, sind, auBer der von E. Waldschmidt- 
Leitz und M. Reichel®) vor kurzem isolierten Hexaose, die von 
Schardinger®) aufgefundenen ,,Polyamylosen“, die von Karrer’) 
und Pringsheim’) studiert und von Freudenberg®) niher 
untersucht wurden. Die physikalischen Eigenschaften des neuen 
Dextrins und sein Verhalten gegeniiber bestimmten Enzymen 
beweisen den Unterschied sowohl von den Polyamylosen als auch 





1) L. Hollander, Science 79, 17 (1934). 

*) M. Samec, Kolloidchemie der Stirke, 1927. 

3) E. Waldschmidt-Leitz, M.Reichel u. A. Purr, Naturw. 20, 
254 (1932). 

*) R. Willstitter u. G. Schudel, Ber. chem. Ges. 51, 780 (1918). 

5) Diese Z. 223, 76 (1934). 

6) Wiener Klin. Woch. 1904, No. 8; Centralbl. f. Bakt. II. Abt. 14, 


772 (1905); 19, 161 (1907); 22, 98 (1909); 29, 188 (1911). 


”) Polymere Kohlenhydrate, Leipzig, Akadem. Verlagsanst. 1925. 
8) Ber. chem. Ges. 45, 2533 (1912); 46, 2959 (1918); 47, 2565 (1914); 


5d, 1483 (1922). 


*) Z. f. angew. Chem. 23, 413 (1934). 
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von der Hexaose. Wahrend die Schardingerschen Korper nur 
in hochkonzentrierter Liésung eine rotbraune Jodfarbe geben und 
Fehlingsche Lésung nicht reduzieren, zeigt das neue Dextrin 
schon in verdiinnter Lésung eine tiefe rotviolette Jodfarbe und 
eine bedeutende Reduktionsfihigkeit von Fehlingscher Loésung, 
die mit Hypojodit genau bestimmbar ist. Seine optische Drehung 
betrigt [a@]?*=+ 170° gegeniiber [a], =-+ 158° von einer der 
Schardingerschen Polyamylose. Die Krystalle, in der Form von 
hexagonalen Pliattchen, kénnen nicht verwechselt werden mit den 
mikroskopisch kleinen, in Haufen angeordneten Nadeln oder 
Rhomboiden der Polyamylosen. Die Substanz zeigt keinen 
Schmelzpunkt, da zwischen 220° und 250° vollstindige Verkohlung 
eintritt, wihrend die Schardingerschen Kérper ausgesprochene 
Schmelzpunkte besitzen (268° und 292°). Der hier beschriebene 
K6rper ist im Gegensatz zu den siiblich schmeckenden Polyamy- 
losen geschmacklos. Endlich wurde das schon vielfach diskutierte 
Molekulargewicht der einzelnen Polyamylosen als niedrig be- 
stimmt. Trotzdem die Schwerldéslichkeit des neuen Dextrins in 
Wasser eine direkte Bestimmung der Molekulargré8e verhindert, 
liBt sich doch mit Sicherheit annehmen, daB es ein héhermole- 
kularer Kérper ist, was sich aus der relativ intensiven Jodfarbe 
und dem niedrigen Reduktionswert (18 Glucosereste) ergibt. Als 
charakteristisch fiir Polyamylosen gibt Karrer’) die leichte Lés- 
lichkeit in Alkali fiir jene Kérper an, die sich in Wasser nur 
schwer liésen. Das neue Dextrin indessen ist in krystallisiertem 
Zustand weder in Alkali, noch in Wasser léslich. Wéahrend die 
von Pringsheim®) versuchte Spaltung mit Pankreas-, Malz- und 
Speichelamylase zu keinem Ergebnis fiihrte und nur die Taka- 
diastase die Polyamylosen angreift, ist das hier beschriebene 
Erythrodextrin auBerst leicht durch die oben angefiihrten ersten 
drei Enzyme spaltbar. 

Neben der Fiarbbarkeit mit Jod zeigt das krystallisierte 
Erythrodextrin auch Eigenschaften, die sich auffallend denen der 
Stirke nihern. Die einmal ausgefallenen Krystalle sind bei 
Zimmertemperatur in Wasser praktisch unldslich; die tiberstehende 
Flissigkeit zeigt auch nach Tagen keine Spur von der charakte- 
ristischen Jodfarbe und dem Reduktionsvermégen. In kochendem 
Wasser hingegen erhilt man eine opaleszierende Loésung, die 
schon nach einigen Sekunden vollkommen klar wird. Diese 
Lisungserscheinung erinnert an die von Stirke, mit Ausnahme 
des nicht viskosen Charakters der Lisung von Erythrodextrin. 
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nur Die Tatsache, da krystallisiertes Krythrodextrin in ver- 
und schiedenen Hydratstufen vorkommt, die verschiedene Krystall- 
<trin formen zeigen, hat es sehr schwer gemacht festzustellen, ob wir 
und es mit einheitlichen oder gemischten Praiparaten zu tun haben. 
ung, Ks konnte jedoch gezeigt werden, da8 die urspriinglich erhaltenen 
ung Krystalle aus mindestens drei verschiedenen Dextrinen bestehen. 
der Der am wenigsten ldésliche Teil, erhalten aus dem Riickstand bei 
von — der Umkrystallisation der rohen Substanz in heiBem Wasser, 
den — zeigt nach neuerlicher Umkrystallisation einen Reduktionswert 
oder von 1 Aldehydgruppe auf 24 Glucosereste. Die aus dem Ex- 
inen trakt zuerst erhaltenen Krystalle geben ein Reduktionsvermégen, 
lung — das sich nicht mehr indert und 1 Aldehydgruppe entsprechend 
lene — 18 Glucoseresten aufweist. Die Krystalle, erhalten nach Kon- 
ene zentration der Mutterlésung, haben einen deutlich héheren Re- 
my- — duktionswert: nimlich 13—16 Glucosereste, und die Jodfarbe ist 
erte — etwas weniger bliulich. Die letzteren Fraktionen kénnen nach wieder- 
be- holter Umkrystallisation auf einen Reduktionswert entsprechend 
} In 18 Glucoseresten gebracht werden. Aussehen, Liéslichkeitsverhalten 
lert, — und optische Drehung waren bei den einzelnen Fraktionen fast 
ole- § gleich. Das krystallisierte Erythrodextrin ist also ein Polysaccharid, 
whe bestehend aus 18 Glucoseresten, vermischt mit naheverwandten 
Als — Verbindungen, die durch fraktionierte Krystallisation abtrennbar 
408- sind und wahrscheinlich 12, bzw. 24 Glucosereste enthalten. 
nur § Ks ist von Interesse, den Unterschied zwischen dem hier 
tem beschriebenen Dextrin und jenen aus der Literatur bekannten 
die festzustellen. Die Bezeichnung Dextrin bezeichnet gewoéhnlich 
und — einen leichtlislichen, sii8schmeckenden Gummi, der gegen Jod 
ka- rot oder farblos reagiert. In fester Form wird er nur aus Stirke, 
ene durch Enzymwirkung oder Saiurehydrolyse und nachheriger Fallung 
ten mit Alkohol, erhalten. Das Auffinden von schwerléslichen und 
geschmacklosen Krystallen dagegen erklirt sich mit der Tatsache, 
arte daB reine Enzym- und Substratpriparate verwendet wurden und 
der auBerdem die enzymatische Reaktion in einem verhiltnismiBig 
bei frihen Stadium unterbrochen wurde. Man kann beobachten, dab 
nde die Ausbeute an Krystallen bedeutend geringer wird, wenn die 
te- Verdauung bis zur roten, anstatt rotvioletten Jodfarbe fortschreitet. 
om Wenn der Abbau fortgeschritten ist oder unreine Priparate ver- 
die wendet werden, werden natiirlicherweise mehr Bruchstiicke entstehen 
ese und die Méglichkeit, einheitliche Produkte zu erhalten, ist geringer. 
vad Die leichte Reproduzierbarkeit eines Priiparates mit 18 Glu- 


coseresten erscheint bedeutungsvoll. Die mengenmibig geringere 
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Fraktion mit 24 Glucoseresten einerseits und die zahlreichen, 
leichterléslichen Fraktionen, mit einer gegen 12 neigenden Anzahl 
von Glucoseresten, 14Bt vermuten, dai Speichelamylase Amylo- 
amylose in Bruchstiicke spaltet, die sich durch 6 Glucosereste 
unterscheiden. Das Starkemolekiil wiirde demnach ein Multiplum 
von 6 Glucoseresten darstellen. Dieselbe Vorstellung stimmt iiber- 
ein mit anderen Beobachtungen von E. Waldschmidt-Leitz 
und M. Reichel) und von Hirth, Plant und Wilkinson®), 
Die letzteren Autoren gaben fiir das Molekulargewicht von Amylo- 
amylose, hergestellt nach Ling und Nanji!®), einen Wert an, 
entsprechend 24 Glucoseresten. Er wurde bestimmt durch voll- 
stindige Methylierung und nachherige ‘l'rennung der methylierten 
Spaltprodukte, d. h. Trimethyl- und Tetramethylglucose. Wenn 
der Reduktionswert des vorliegenden Dextrins wirklich 24 Glucose- 
resten entspricht, was die schonende und einfache Bestimmungs- 
methode auBer Zweifel setzt, ist es schwer zu erkliren, daf das 
Molekulargewicht dieses krystallinischen Abbauproduktes identisch 
sein soll mit der von Hirth, Plant und Wilkinson verwendeten 
Stirke. Es ist vielleicht damit erklirbar, daB das Stirkemolekiil 
mehr als 1 Glucoserest besitzt, der tetramethylierfahig ist und 
das wahre Molekulargewicht dann ein Multiplum von 24 wire 

Krystallisiertes 18-Dextrin, wie oben beschrieben, wird sehr 
leicht durch Pankreas-, Malz- und Speichelamylase gespalten. Die 
Spaltung von Amyloamylose und 18-Dextrin durch Speichelamylase 
zeigt denselben Reaktionsverlauf. Es hat den Anschein, als ob 
sich blo8 die Spaltungsreaktion nach einer Unterbrechung fort- 
setzen wiirde, um dann die gleiche Grenzspaltung von 85°/, 
Maltose, fiir beide Fille, zu erreichen. Ahnliche Resultate er- 
gibt Pankreasamylase, unter Erreichung derselben Grenzspaltung. 
a-Amylase spaltet Dextrin bis zu 100°/, in Maltose. Besonders 
interessante Resultate wurden mit #-Malzamylase erhalten: beide 
Substrate werden bis zu 100°/, verdaut. Die Spaltung ging im 
Falle von Erythrodextrin viel rascher vor sich als bei Amyloamylose. 

Die mit verschiedenen Amylasen gewonnenen Resultate sind 
besonders bedeutsam, da sie deutlich zeigen, daB das Substrat 
(Erythrodextrin) ein wirkliches enzymatisches Spaltprodukt von 
Stiirke darstellt und kein Umlagerungsprodukt. Krystallinisches 
Erythrodextrin ist daher ein ausgezeichnetes Priparat sowohl als 
Enzymsubstrat, als auch fiir Studien iiber die Struktur der Starke. 





%) J. Chem. Soc. 2, 2375 (1932). 
10) J. chem. Soc. 123, 2666 (1923). 
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Ich méchte auch an dieser Stelle Herrn Professor Waldschmidt- 
Leitz fir seine wertvollen Ratschlige und dem dieser Untersuchung stets 
entgegengebrachten Interesse meinen herzlichen Dank aussprechen. 


Versuche. 


1. Darstellung des krystallisierten Erythrodextrins. Ansatz: 4 Liter 
Amyloamylose nach Samec, enthaltend 18 g Trockenpriparat, unterwarf 
man nach Zusatz von 2 ccm n/1-Phosphatpuffer (py = 6,8) und 4 cem n/1- 
Kochsalzliésung der Spaltung durch 2ccm zentrifugierte, frische Speichel. Nach 
30 Minuten (37°) wurde die nach E. Waldschmidt-Leitz, M. Reichel und 
A. Purr bestimmte Jodfarbe rotviolett gefunden. Die Hypojoditbestimmung 
nach Willstitter und Schudel in einem aliquoten Teil von 25 ecem 
zeigte eine ,,Maltosebildung“ von 20 mg, d. i. 18°), an. Mit 4 ccm n/1-Salz- 
siiure wurde die Verdauung unterbrochen. Die Fliissigkeitsmenge dampfte 
man im Vakuum bei 40—60° auf etwa 400 cem ein. Der dichte, weiBe 
Niederschlag (A), der sich mikroskopisch schon als krystallinisch erwies, 
wurde abfiltriert und an der Luft bis zur Gewichtskonstanz getrocknet (5,6 g). 
Beim Abdampfen im Trockenapparat erhielt man weitere Mengen (B und 
C: 3,12 und 1,77 g). Gesamtausbeute: 10,5 g = 58 °/). 


2. Trennung der Krystallgemische: Die Fraktion A wurde in etwa 
100 cem kochendem Wasser gelést und der in Form eines grauen Schlammes 
(A, 1,33 g) zuriickbleibende Riickstand abfiltriert. Durch Extraktion mit 
kochendem Wasser erhielt man davon 250 mg Krystalle (A,’) und der ver- 
bleibende Schlamm wurde beseitigt. Die in etwa 50 ccm Wasser aufgeléste 
Fraktion A,’ wurde beim Kochen nicht klar genug, um damit die optische 
Drehung bestimmen zu kénnen. 10 ccm der Lésung reduzieren 0,846 ecm 
n/20-Jodlésung. Bei einem 20 °/, igen Krystallwassergehalt entsprechen 10 ccm 
der Lésung 80 mg. Das Molekulargewicht betrigt demnach 3782, ist gleich 
1 Aldehydgruppe in 23,3 Glucoseresten [Berechnet: 3782 — 18 (H,O): 162 
(C,H,,0,)]. 

In der Lisung A, enthaltend 4,26 g Substanz, scheiden sich in 24 Stun- 
den 2,15 g Krystalle aus. (A,) Der Vergleich zwischen optischen und redu- 
zierenden Eigenschaften der Krystalle A und A, zeigt folgendes: 80 mg A 
reduzieren 1,128 cem n/20-J; Mol.-Gew. = 2836; 17,6 Giucosereste pro 
Aldehydgruppe. 80mg A, reduzieren 1,080 cem n/20-J; Mol.-Gew. = 2962; Glu- 
cosereste 18,1. « fiir A in 0,5°/,iger Lésung, 1 dm-Rohr, = + 0,84; fiir A, 
wurde @ zu + 0,86 gemessen. Entsprechend demnach einer optischen Drehung 
von [a]? = +168° und + 172°. 

Die Fraktion B (3,12 g) ergab nach der Umkrystallisation eine Frak- 
tion B, (1,3 g). Vergleich der Eigenschaften: 80 mg B reduzieren 1,268 cem 
n/20-J; Mol.-Gew. = 2524; Glucosereste 15,5. 80 mg B, reduzieren 1,128 cem 
n/20-J; Mol.-Gew. = 2836; Glucosereste 17,6; stimmt demnach mit A iiber- 
ein. Optische Drehung fiir B und B,, in 0,5°/,iger wiBriger Liésung bei 
23°: « = + 0,83 und + 0,85, entsprechend [a]? = + 166° und + 170°. 

Die Fraktion C (1,77 g) ergab nach der Umkrystallisation 0,584 g C,. 
80 mg C reduzieren 1,316 ecm n/20-J; Mol.-Gew. = 2432; Glucosereste 14,9. 
80 mg C, reduzieren 1,211 ecm n/20-J; Mol.-Gew. = 2618; Glucosereste 16,0. 
Fiir weitere Umkrystallisationen und Bestimmung des Drehwertes, lag kein 
Material mehr vor. 
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3. Eigenschaften der Krystalle: Die Krystallisation mu8 in relatiy 
verdiinnter Lésung vor sich gehen, um die Ausbildung von groBen, glinzenden, 
hexagonalen Plittchen zu begiinstigen. Diese Krystalle stellen wahrschein- 
lich ein héheres Hydrat dar, da sie ihren Glanz in kurzer Zeit an der Luft 
verlieren. Diese Erscheinung erklirt sich damit, daB sich der groBe Krystall 
in kleine, dicht nebeneinanderliegende rechteckige Krystalle spaltet. Das 
Trocknen an der Luft bis zur Gewichtskonstanz dauert 2—8 Tage und ist 
von der Menge der vorliegenden Substanz abhiingig. Beim darauffolgenden 
Trocknen im Vakuum iiber P,O, verliert die Substanz noch 20 °/, Wasser. 
Die iiuBerst hohe Hygroskopizitit der Krystalle tiiuscht leicht eine schein- 
bare Gewichtskonstanz vor, da die Krystalle selbst aus wenig gebrauchtem 
P,O;, bei geringerem Vakuum, Wasser entziehen. Die im Vakuum einmal 
bis zur volligen Gewichtskonstanz getrockneten Krystalle verlieren bei 
100° kein Wasser mehr. Die Trockenpriiparate zeigen mikroskopisch keine 
deutliche Krystallform, haben aber weder die Léslichkeit in kochendem 
Wasser, noch die reduzierende Kraft oder die Eigenschaft mit Jod anzu- 
fiirben, verloren. Beim Verbrennen wurde kein nachweisbarer Riickstand 
beobachtet. Fiir die Versuche kamen lufttrockene Krystalle, mit einem 
Wassergehalt von 20 °/,, zur Anwendung. 

Auch die mehrmals umkrystallisierten Priiparate zeigen in der Lisung 
nach einiger Zeit Stehen einen leichten, amorphen Niederschlag. Die Be- 
deutung dieser Erscheinung ist nicht klar. Offenbar handelt es sich aber 
nicht um eine Auskrystallisation. 

Nach dem vollstiindigen Niederfallen von gereinigtem 18-Dextrin aus 
einer iibersittigten Lésung wurde in der iiberstehenden Fliissigkeit 0,4 °/, 
Dextrin als gelést vorgefunden. Die nicht fraktionierten Priparate zeigten 
hingegen eine bis zu 2,5 °/, erhdhte Léslichkeit. 

4. Enzymversuche: Alle hier angegebenen Enzyme, mit Ausnahme 
von «-Malzamylase, wurden gleichzeitig in Parallelversuchen auf Amylo- 
amylose und 18-Dextrin einwirken gelassen. Ansatz der Verdauungslésung: 
85 mg Substrat, 1 ecem n/1-Phosphatpuffer (pq = 6,8 fiir Pankreas- und 
Speichelamylase) oder 5 cem n/5-Zitratpuffer (py = 5,1 fiir Malzamylasen), 
entsprechende Mengen Enzym mit Zusatz von 1 ecm n/1-Kochsalzlésung 
im Falle der tierischen Amylasen, Gesamtvolumen 25 ccm. Temp. = 37°. 
Maltosebestimmungen wurden in der iiblichen Weise, nach Unterbrechung 
der Verdauung mit Salzsiure, in aliquoten Teilen von 25 ccm mittels Hypo- 
jodit-Titration ausgefiihrt. 

I. Speichelamylase: Frischer Speichel wurde zentrifugiert und un- 
mittelbar vor dem Zusatz zur Verdauungslésung (Gesamtvolumen 25 ccm) 
verdiinnt; pro Ansatz 0,02 cem Speichel. 


























Zeit | Red.Wert! , of Red.Wert| ,, + x 
Min. | 1/20-3 | »>°/) Maltose | Jodfarbe n/20-J. |” /, Maltose“‘ | Jodfarbe 
ES — LL tae Te 7 
Amyloamylose Erythrodextrin 
0 0,50 | 5 blau 1,20 | 12 rotviolett 
10 — | — rotviolett — | — rot 
15 3,40 | 34 rot 4,00 | 40 
30 5.30 | 53 farblos in 6,00 | 60 farblos in 
75 8,20 82 50 Min. 8,45 | 85 40 Min. 

















B-] 












II]. Pankreasamylase: 
Glycerinauszug pro Ansatz, verdiinnt vor dem Zusatz. 
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Gereinigte Pankreasamylase, 0,06 ccm 





Zeit 


Red. Wert 








0 466 
Min. n/20-J 9 lo Maltose 
| ae 
Amyloamylose 
0 0,50 | 5 
10 ae | vee 
20 8,00 80 
40 8,60 | 86 


III. «-Malzamylase: 


IV. 6-Malzamylase: 








Red. Wert 











0 é“ 
n/20-J »°/9 Maltose 
Erythrodextrin 
1,20 | 12 
5,80 | 58 
8,20 | 82 
8,50 | 85 


2 cem gereinigte Malzamylase pro Ansatz. 





Zeit Red. Wert | 
Min. n/20-J wie Maltose“ 
Erythrodextrin 
0 1,34 | 1! 
30 2,300 | 23 
1 5,64 | 56 
1050 10,200 | 102 





Durch Adsorption gereinigte Priiparate von 


8-Malzamylase wurden in Mengen von je 1 ccm pro Ansatz angewandt. 

















Zeit Red. Wert Red. Wert ) ' 
Min. n/20-J P »°/9 Maltose“ n/20-J »9°/9 Maltose‘ 
Amyloamylose Erythrodextrin 
0 0,50 | 5 1,20 12 
20 4,80 48 9.50 | 95 
40 7,10 | val 9,60 | 96 
80 9,60 96 9,80 | 98 
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Beitrage zur biochemischen Mikromethodik. 
V. Nephelometrische Mikrobestimmung von Trypsin und Kathepsin, 


Von 


B. J. Krijgsman. 





(Aus dem Zoologischen Laboratorium des Tierirztlichen Instituts zu Buitenzorg, Java.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. September 1934.) 





Einleitung. 


AnschlieBend an eine friihere Mitteilung iiber die nephelo- 
metrische Mikrobestimmung von Pepsin*), soll in vorliegender 
Arbeit iiber die nephelometrische Bestimmung von Trypsin und 
Kathepsin in Mikroausfiihrung berichtet werden. Beziiglich der 
Anwendbarkeit der nephelometrischen Methode und der allgemeinen 
Versuchsbedingungen sei auf die oben erwahnte Mitteilung ver- 
wiesen **), 

Bevor ich zur Beschreibung der geeigneten Versuchsanordnungen 
iibergehe, méchte ich zuerst einige Miberfolge besprechen. Es ist mir 
nimlich nicht gelungen, eine nephelometrische Mikromethode zur Trypsin- 
bestimmung mit Edestinsubstrat auszuarbeiten, da Edestin bei dem im 
Spaltansatz gewiinschten py (6—8,5) grobflockig ausfillt oder eine Triibung 
bildet, welche nach Sulfosalicylsiurezufiigung ausflockt. Die isoeiektrische 
Zone dieses EiweiBes ist in den gegebenen Versuchsbedingungen offenbar 
sehr breit, wodurch leider gerade das fiir die Trypsinwirkung wichtige 
Po-Gebiet der Untersuchung unzuginglich wird. Stern“) hatte, da er 
iiber gute Resultate berichtet, in der Makroanordnung offenbar keine 
Schwierigkeiten. Aber auch in genau nach den Vorschriften von Stern 
angestellten Makroversuchen konnte ich das Edestin nicht geniigend stabi- 
lisieren; ich habe daher fiir Trypsinbestimmung von diesem Substrat ab- 
sehen miissen. 

Ebensowenig erzielte ich Erfolge mit Gelatine als Substrat. Rona, 
Kleinmann und DreBler™), Kleinmann und Werr‘), Kleinmann 





*) Teil I, I, III und IV dieser Serie Krijgsman®% und Krijgs- 
man u. Bouman %). 

**) Nachtrag zur IV. Mitteilung: Auch v. Arke1") erzielte ausgezeichnete 
Ergebnisse bei der nephelometrischen Pepsinbestimmung mit Serum als 
Substrat. 
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und Scharr?, sowie Rona und Kleinmann”’) berichteten iiber gute 
Erfolge bei der nephelometrischen Bestimmung von Gelatinespaltung. Klein- 
mann und Stern‘) dagegen achteten Gelatine als Substrat fiir quantitative 
Bestimmuugen weniger geeignet, da die mit Sulfosalicylsiure erzijelte Trii- 
bung sehr labil ist und somit einen groBen Fehler (etwa 10°/,) verursacht. 
Soleche UnregelmiiBigkeiten habe ich auch gefunden; die Gelatinetriibung 
schwankt so stark, da8 sie nicht einwandfrei gemessen werden kann und 
daher besonders fiir eine Mikromethode ungeeignet ist. 

Eine dritte Schwierigkeit trat bei der Benutzung von Caseinsubstrat 
ein. Nach Rona und Kleinmann mu8 man nimlich die Proben zur 
Sistierung der Enzymwirkung 6 Minuten kochen, wobei Casein nicht aus- 
fillt. Da jedoch beim Erhitzen viele andere Proteine ausgeflockt werden, 
so ist die Methode bei einem einigermaBen betriichtlichen EiweiBgehalt der 
Enzymlésung nicht brauchbar, denn die beim Kochen ausflockenden Extrakt- 
proteine stéren die nachherige Messung der Chinidin—Caseintriibung. Man 
kann dieser Schwierigkeit entgehen durch Anwendung von stark verdiinnten 
Enzymlésungen, welche so langsam wirken, daB die Sistierung durch Kochen 
unterbleiben kann. Selbstverstiindlich muB man dann die Versuchsdauer 
betriichtlich erweitern. 


Trypsin—Caseinsubstrat. 


Nach Rona, Kleinmann und DreBler geben die nephelo- 
metrische Caseinabnahmebestimmung und die titrimetrische Be- 
stimmung der enstandenen Siuregruppen bei der Trypsinspaltung 
gut vergleichbare Resultate. Unterschiede zwischen Desaggre- 
gationsgeschwindigkeit und weiterem Abbau, welche bei der Pepsin- 
bestimmung je nach der benutzten Methode zu verschiedenen 
Resultaten fiihrt, existieren hier also offenbar nicht. Rona und 
Kleinmann ®* ?°) arbeiteten in der Makroanordnung mit 23,5 mg 
Casein im Spaltansatz, entsprechend einer Konzentration von 
0,0588°/,. Jede Probe von 5 ccm enthielt etwa 3 mg Casein, 
Bei einem Fehler von 3°/, konnten sie die Triibung von 0,1 mg 
Casein noch einwandfrei feststellen. Die Trypsinkonzentration 
(Pankreatin—Rhenania) betrug 0,00125 bis 0,0033°/, (0,5—1,33 mg 
in 40 ccm Fliissigkeit)*). 

Fiir die Mikroanordnung habe ich die Methode von Rona 
und Kleinmann beibehalten, nur konnte durch Anwendung von 
geringen Trypsinkonzentrationen das Aufkochen der Proben unter- 
bleiben. Da jedoch beim Arbeiten mit stirkeren Enzymlésungen 
Sistierung der Trypsinwirkung absolut notwendig ist, so habe ich 
auBerdem eine Halbmikromethode fir die kleinsten Fliissigkeits- 
mengen ausgearbeitet, welche ohne Schwierigkeiten gekocht werden 





*) Yamafuji'*), der das Blut von Seidenraupen auf Proteasen unter- 
suchte, erzielte mit Trichloressigsiiure meBbare Caseintriibungen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXVIII. 17 
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kénnen. Bei Verwendung von noch kleineren Quantititen fihrt 
die starke Verdampfung beim Kochen zu unsicheren Ergebnissen. 


Benétigte Reagentien. Pankreatin-Rhenania, gelést in destil- 
liertem Wasser oder verdiinntem Glycerin*) und zwar in solchen Konzen- 
trationen, daB fiir die Halbmikroanordnung 1 ccm der Lésung 10 y oder 1 y und 
fiir die Mikroanordnung 0,1 ccm der Liésung 1 y oder 0,1 y Pankreatin enthiilt. 

Casein-Hammarsten. Fiir die Halbmikroanordnung 5 g und fiir 
die Mikroanordnung 2,5 g nach Verreiben mit Lauge in 2000 cem Wasser 
lésen. Siehe Pepsin-Caseinsubstrat (Krijgsman)°). 

Pufferlésung A: Primires und sekundires Phosphat m/15 im Ver- 
hiltnis 1:19. 

Pufferlésung B: Primires und sekundires Phosphat m/15 im Ver- 


hiltnis 1:9. 
Chinidin. Wie fiir Pepsin—Caseinsubstrat. 


Ausfiihrung in Halbmikroanordnung. Man _ mischt 
6,5 ccm Caseinlésung mit 8 ccm Puffer A und 10,2 ccm destil- 
liertem Wasser. Von dieser Mischung bringt man je 11,5 ccm 
in zwei passende Versuchsglischen (numeriert I und Il). Darauf 
fiigt man in I 1 ccm Pankreatinlésung und in IT 1 com Enzym- 
lésungsmittel zu (II = Kontrolle). Der p,, im Spaltansatz betrigt 
7,82. Nach Umschiitteln pipettiert man aus jedem Versuchs- 
glischen 2 ccm in kalibrierte Probeglischen, welche bereits 2 ccm 
kochendes Wasser enthalten**), Die Versuchsglischen werden 
nach Zugabe von Toluol und VerschlieSen mit Gummipfropfen 
in den Thermostat bei 37° gestellt. Die Probegliischen werden 
genau 6 Minuten im Wasserbad gekocht und sodann schnell ab- 
gekiihlt**). Darauf werden in jedem Probegliischen 2ccm Puffer B +), 
2ccm Chinidinlésung und destilliertes Wasser ad 8 ccm zu- 
gefiigt (p,, = 7,68). Die entstehende Triibung ist nach 10 Minuten 
maximal und bleibt dann etwa 30 Minuten konstant. 10 Minuten 
nach Chinidinzufiigung wird deshalb in einer Plankiivette von 
2,5 mm Schichtdicke nephelometriert;+), nach Vorschaltung von 








*) Die Glycerinkonzentration im Spaltansatz darf nicht gréBer als 5°/, 
sein, da die Trypsinwirkung sonst gehemmt wird. 

**) Die Probegliischen mit kochendem Wasser werden im Wasserbad 
zum Gebrauch fertig gehalten. 

***) Die Lésung von Pankreatin—Rhenania enthilt entweder wenig Pro- 
teine oder sie fillen, da die Fliissigkeit klar bleibt, beim Kochen nicht 
aus. Auch bei Mischen von einer Pankreatinlésung mit Chinidin entsteht 
keine Triibung. 

+) Bei Abiindern des Siuregrades im Spaltansatz muB auch Puffer B 
dermaben abgeiindert werden, daB der py im Probeglischen zwischen 
7,6—7,8 liegt, da sonst die Stabilitét der Triibung leidet. 

+7) Im Pulfrich-Stufenphotometer fiir Triibungsmessungen. 
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Filter L, und Vergleichshelligkeit 4. Nach bestimmten Zeiten 
entnimmt man wieder Proben und verfahrt auf gleiche Weise. 
Die Behandlung einer Probe dauert durchschnittlich 22 Minuten. 

Ausfiihrung in Mikroanordnung. Man mischt 0,84 ccm 
Caseinlésung mit 1,05 ccm Puffer A und 1,33 ccm destilliertem 
Wasser. Von dieser Mischung bringt man je 1,4 ccm in zwei 
passende Versuchsglischen (numeriert I und II), darauf in I 
0,1 com Pankreatinlésung und in II 0,1 ccm Enzymlisungsmittel. 
Py = 7,85. Nach Mischen pipettiert man aus jedem Versuchs- 
glischen 0,3 com in Probeglischen. Die Versuchsglischen werden 
darauf, nach Anbringen von mit Toluol getriinkten Wattebauschen 
in der Pfropfenaushéhlung, bei 37° in den Thermostat gestellt. 
In den Probeglischen fiigt man 0,3 com Puffer B, 0,3 ccm destil- 
liertes Wasser und 0,3 ccm Chinidin zu und mischt. Die Trii- 
bungsmessung verliuft weiter auf gleiche Weise wie fiir die 
Halbmikroausfiihrung, nur wird Vergleichshelligkeit 3 statt 4 vor- 
geschaltet. Die Behandlung einer Probe nimmt durchschnittlich 


14 Minuten in Anspruch. 
Tabelle I. 


Trypsin—Caseinsubstrat, Halbmikroanordnung. 
7,6 mg Casein und verschiedene Mengen Trypsin in 12,5 ccm Totalfliissigkeit. 
Kontrollversuch ohne Trypsin. Temp. 37°, py = 7,82. 























Zeit 10 y Pankreatin | Abs. 1 y Pankreatin Abs. 
-n sschisca , Triib., Trib., 
Abs. {| %, Kon- Abs. , Kon- 

Stdn. Triib. | Spalt. trolle Triib. Spalt. trolle 
0 0,815 0 | 0,822 0,803 | 0 0,800 
2 0,783 4 | 0,829 0,812 0 0,819 
23 0,519 36 =©| ~~ (0,822 0,732 9 | 0,808 
48 0,264 68 | 0,830 0,614 21 | 0,803 
721/, 0,119 85 | 0,885 0,524 36 0,815 








Ergebnisse, vgl.Tab.[u. Il. Beider Halbmikroanordnung 
(Tab. I) befinden sich 10 oder 1 y Trypsin in 12,5 ccm Totalfliissig- 
keit, also Konzentrationen von 0,00008 und 0,000008°/,. Sogar 
die geringste Konzentration zeigt eine Wirkung, die innerhalb 
72 Stunden quantitativ zu verfolgen ist. Die Caseinkonzentration 
im Spaltansatz betrigt 0,06°/, (7,6 mg in 12,5 ccm Fiissigkeit). 
Die nach Zufiigung der verschiedenen Fiissigkeiten 8 ccm fas- 
senden Proben enthalten also maximal 1,216 mg Casein. Von 
diesen 8 ccm wird aber nur 1 ccm gemessen (Inhalt der Plankiivette 
=1ccm). Die Anfangs- und Kontrolltriibungen werden also 
durch 0,152 mg Casein verursacht. Diese 0,152 mg Casein geben 
iv? 
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eine absolute Triibung von rund 0,800. Da weiter aus den 
Kontrolltriibungen berechnet werden kann, daB ein Triibungs- 
unterschied von 0,02 noch einwandfrei meBbar ist, so liegt die 
untere Genauigkeitsgrenze der Methode bei etwa 4y Casein, 
withrend der Versuchsfehler rund 3°/, betriigt. 


Tabelle II. 
Trypsin—Caseinsubstrat, Mikroanordnung. 
0,46 mg Casein und verschiedene Mengen Trypsin in 1,5 cem Totalfliissigkeit. 


Kontrollversuch ohne Trypsin. ‘Temp. = 87°, pg = 7,85. 




















Zeit 1 y Pankreatin Abs. 0,1 y Pankreatin Abs. 
‘ Triib., Triib., 
Abs. . Kon- Abs. 1. Kon- 

Stdn. Triib. Spalt. trolle Triib. Spalt. trolle 
0 0,523 0 0,518 0,518 0 0,523 
24 0,345 34 0,529 0,489 7 0,518 
48 0,194 63 0,521 0,426 19 0,513 
72 0,082 84 0,516 0,349 34 0,517 

















In der Mikroanordnung (Tab. IJ) enthalten 1,5 cem Total- 
fliissigkeit 1 oder 0,1 7 Trypsin, entsprechend Konzentrationen von 
0,000067 und 0,0000067 °/,. Die durch diese Konzentrationen 
verursachten Spaltungen sind innerhalb 72 Stunden sehr gut zu 
verfolgen. Im Spaltansatz befinden sich 0,46 mg Casein, also 
eine Konzentration von 0,03°/,. Die Proben von 0,3 ccm ent- 
halten daher maximal 0,092 mg Casein. Da diese 0,092 mg eine 
absolute Triibung von rund 0,520 ergeben, und da weiter aus den 
Kontrolltriibungen hervorgeht, daB ein Triibungsunterschied von 
0,016 einwandfrei gemessen werden kann, so sind rund 3 y Casein 
noch feststellbar. 

Verglichen mit den Resultaten von Rona und Kleinmann 
sind die hier beschriebenen Halbmikro- und Mikromethoden als 
ein technischer Fortschritt zu betrachten. Die Halbmikromethode 
ist niimlich, abgesehen von der bedeutenden Materialersparnis, 
etwa 3mal und die Mikromethode etwa 30mal empfindlicher als 
die Makromethode, wahrend die benutzten Trypsinmengen 100 bis 
10000 mal geringer sind. Der Versuchsfehler ist bei Makro-, Halb- 
mikro- und Mikroausfihrung etwa gleich groB (rund 3°/,). 


Kathepsin-Caseinsubstrat. 
Rona und Kleinmann"), Kleinmann und Scharr?), 
Kleinmann und Werr*), sowie Kleinmann und Stern’) er- 
hielten bei der nephelometrischen Bestimmung der katheptischen 





- ~ Are a ani. a 
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Caseinspaltung gute Resultate. Das Wirkungsoptimum liegt nach 
ihnen bei p,, = 4—5, also in der Nahe des |.K.P. von Casein, 
Die Caseinstabilitit ist deshalb im Spaltansatz sehr gering, Trii- 
bung und Ausflockung sind kaum zu vermeiden. Der Versuchs- 
fehler betrug in der Makroanordnung nach Kleinmann und 
Stern 1—2°/.. 

Fir die Mikroanordnung habe ich das von den genannten 
Autoren angewandte Prinzip beibehalten. Eine Halbmikroanord- 
nung war nicht durchfiihrbar, da der benutzte Milzextrakt Proteine 
enthielt, welche beim Kochen ausflockten. Beim Arbeiten mit 
gereinigten Extrakten kann eine Halbmikroanordnung nach dem 
oben fiir Trypsin-Caseinsubstrat gegebenen Schema ausgearbeitet 
werden. 


Benotigte Reagentien. — Kathepsinlésung. Die frische Milz 
eines durch Entbluten getéteten Hundes wird nach Zerkleinerung in der 
Flieischmiihle mit der 5 fachen Gewichtsmenge an essigsaurem Glycerin (89 °/, 
Glycerin, welches 0,15 °/, Essigsiure enthilt) gemischt. Dieser Rohextrakt 
bleibt bei Toluolzufiigung und Aufbewahrung im Kiihlraum lange Zeit 
wirksam. Vor dem Gebrauch wird mit 9 Teilen destilliertem Wasser ver- 
diinnt und zentrifugiert. 

Casein-Hammarsten. Wie fiir Halbmikro-Trypsin-Caseinsubstrat. 

Pufferlésung A: Primiires Phosphat m/15. 

Pufferlésung B: Sekundires Phosphat m/5. 

Chinidin: Wie fiir Pepsin-Caseinsubstrat. 

Ausfiihrung: Man mischt 0,84 cem Caseinlésung mit 1,05 cem Puffer A 
und 1,33 cem destilliertem Wasser. Von dieser Mischung bringt man je 
1,4 ccm in zwei passende Versuchsgliischen (numeriert I und II). Sodann 
in I 0,1 cem klare Kathepsinlésung und in II 0,1 cem Enzymlésungsmittel 
(d. h. also entsprechend verdiinntes essigsaures Glycerin). Der py im Spalt- 
ansatz betrigt 5,43*). Nach Mischen pipettiert man aus jedem Versuchs- 
gliischen 0,3 ccm in Probeglischen. Die Versuchsglischen werden darauf 
nach Anbringen von Toluolwatte bei 35° in den Thermostat gestellt. In den 
Probeglischen werden 0,3 cem Puffer B, 0,3 cem destilliertes Wassser und 
0,3 cem Chinidin zugefiigt (py = 7,64). Nach 10 Minuten nephelometrieren 
in Plankiivette 2,5 mm, mit Filter L, und Vergleichshelligkeit 4. Nach be- 
stimmten Zeiten neue Probeentnahmen. Die Behandlung einer Probe dauert 
etwa 14 Minuten. 


Ergebnisse: (Tab. Ill). Es befindet sich im Spaltansatz 
Kathepsinextrakt aus etwa 2 mg frischer Milz. Diese geringe 
Quantitat zeigt innerhalb 72 Stunden eine deutliche und gut 
reproduzierbare Wirkung. Im Spaltansatz befinden sich weiter 
0,913 mg Casein, also eine Konzentration von rund 0,06°/,. Die 





*) Bei diesem py sind zwar die Spaltungsbedingungen nicht optimal, 
die obengenannte stérende Caseinflockung wird jedoch vermieden. 
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Tabelle ILI. 


Kathepsin—Caseinsubstrat. 
0,913 mg Casein und 0,1 cem verdiinnter Milzextrakt in 1,5 ccm Totalfliissigkeit. 


Temp. = 35°, py = 5,43. 


Kontrollversuch ohne Milzextrakt. 




















Zeit |0,1 cem Milzextrakt Abs. 0,1 eem Milzextrakt Abs. 
in Triib., aa Triib., 
Abs 1 Kon- Abs. *, Kon- 

Stdn Triib Spalt. trolle Triib. Spalt trolle 
0 0,786 0 0,751 0,720 0 0,748 
24 0,535 32 0,783 0,518 29 0,786 
48 0,368 53 0,746 0,329 54 0,760 
72 0,279 65 0,765 0,301 58 0,769 


Proben enthalten maximal 0,183 mg. 




















Da die Kontrolltriibung 


durchschnittlich 0,750 betrigt und da weiter zu berechnen ist, 
daB ein Triibungsunterschied von 0,04 einwandfrei festgestellt 
werden kann, so sind noch ungefihr 10 y Casein meBbar’*). 

Der ziemlich groBe Versuchsfehler dieser Methode (5—6°/,) 
kann, da es die extraktfreien Kontrollversuche sind, welche die 
groBe Streuung zeigen, nicht auf den hohen HiweiBgehalt des 
Extraktes zuriickgefiihrt werden. Ich halte es fiir méglich, dab 
im Spaltansatz in der Nahe des J.E.P. eine Polymerisierung des 
Caseins stattfindet, welche bei der Anderung des Siuregrades im 
Triibungsansatz nicht geniigend schnell zuriickgeht, und daB des- 
halb mit Chinidin eine weniger konstante Triibung entsteht. 

Trotzdem ist die beschriebene Mikromethode sehr gut brauch- 
bar, da bei bedeutender Materialersparnis befriedigende Ergebnisse 
erzielt werden kénnen. 


Kathepsin-Edestinsubstrat. 


Kleinmann und Stern®), Rona und Kleinmann”’) sowie 
Stern!) erhielten gute Ergebnisse bei der Edestinspaltung durch 
Kathepsin. Stern arbeitete mit 15,7 mg Edestin im Spaltansatz, 
entsprechend einer Konzentration von 0,04°/,. Jede Probe von 
5 ccm enthielt daher 3,14 mg Edestin. Er nahm eine Fehler- 
streuung von 5—10°/, an. Die Triibung mit Sulfosalicylsiure 
bleibt nach ihm eine Stunde konstant. 

Fiir die Mikroanordnung habe ich dieses Prinzip entsprechend 
modifizieren miissen. 





*) Die Triibungen werden, da das ExtrakteiweiB mit Chinidin keine 
Triibung bildet, ausschlieBlich durch das Casein verursacht. 
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Benétigte Reagentien. — Kathepsinlésung. Verdiinnter Milz- 
extrakt wie fiir Kathepsin-Caseinsubstrat. 

Edestin-Merck. 1 g unter Kochen in 1000 cem 0,03 n. Salzsiiure 
lésen, filtrieren, nach Toluolzusatz im Kiihlraum haltbar. 

Veronalpuffer. Wie fiir Pepsin-Edestinsubstrat. 

Sulfosalicylsiure, 20°/,ige wiBrige Lésung. 

Natronlauge, 0,1 n. 

Salzsiure, 0,1 n. 

Ausfiihrung: Man mischt 2,5 cem Edestinlésung mit 0,63 ccm Veronal- 
puffer, 1,38 cem 0,1 n-HCl und 1,1 ccm destilliertes Wasser. Von dieser 
Mischung gibt man je 2,3 cem in 2 Versuchsglischen (numeriert I und II). 
Darauf fiigt man in I 0,2 cem klare Kathepsinlésung und in II 0,2 cem 
entsprechend verdiinntes essigsaures Glycerin zu. Der py im Spaltansatz 
betrigt 3,64. Nach Mischung pipettiert man aus jedem Versuchsglischen 
0,3 cem in Probeglischen. Die Versuchsglischen werden nach Anbringen von 
Toluolwatte in den Thermostat bei 35° gestellt. In die Probegliischen gibt 
man 0,75 cem 0,1 n-NaOH und 0,24 cem Sulfosalicylsiiure zu, mischt, fiillt 
sofort eine Plankiivette von 2,5 mm Schichtdicke mit der triiben Fliissigkeit 
und nephelometriert mit Filter L, und Vergleichshelligkeit 3. Nach be- 
stimmten Zeiten entnimmt man wieder Proben und verfihrt auf gleiche 
Weise. Die Behandlung einer Probe nimmt 5 Minuten in Anspruch. 


Tabelle IV. 


Kathepsin-—Edestinsubstrat. 
1,025 mg Edestin und 0,2 ccm verdiinnter Milzextrakt in 2,5 ccm Totalflissigkeit. 
Kontrollversuch ohne Milzextrakt. Temp. = 35°, pq = 3,64. 





























Zeit |0,2 cem Milzextrakt | Abs. 0,2 cem Milzextrakt Abs. 
in ——| Trib. Triib., 
Abs. a Kon- Am | 4, Kon- 

Stdn. Triib. Spalt. | trolle Triib. Spalt. trolle 
0 0,338 0 | 0,229 0,366 0 0,241 

2 0,341 0 | 0,238 0,354 3? 0,245 
23 0,270 21 | 0,221 0,315 17 0,239 
48 0,204 40 | 0,228 0,239 35 0,231 
73 0,186 | 46 | 0,230 0,207 43 0,240 














Ergebnisse (Tab.IV): Da 0,2ccm Milzextrakt benutzt werden, 
enthalt der Spaltansatz Extrakt aus etwa 4 mg frischer Milz. Diese 
Menge zeigt schon nach 23 Stunden eine sehr deutlich spaltende 
Wirkung, welche innerhalb 73 Stunden quantitativ zu verfolgen ist. 
Die Edestinmenge im Spaltansatz betriigt 1,025 mg, die Konzentration 
ist 0,04°/,. Jede Probe enthalt daher 0,123mg Edestin. Da die Kon- 
trolltriibungen zeigen, daB diese 123 7 Edestin eine absolute Trii- 
bung von durchschnittlich 0,235 geben und Unterschiede in abso- 
luter Triibung von 0,02 einwandfrei feststellbar sind, so sollten 11 y 
Edestin gerade noch zu messen sein. Diese Zahl hat hier jedoch 
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eine geringere Bedeutung als bei den vorigen Methoden, da aus 
dem Unterschied zwischen Kontrolltriibung und Triibung der 
ersten Spaltansatzprobe hervorgeht, dai die Triibung des Extrakt- 
eiweiSes mitbestimmt wird. Man darf also die berechnete Genauig- 
keitsgrenze nicht ohne weiteres auf die Spaltansatztriibungen 
iibertragen. 

Die Stabilitit der Triibungen ist gering. Wenn man, wie 
Stern angibt, dem Tribungsansatz destilliertes Wasser zufiigt, 
so sind nach meinen Erfahrungen gar keine konstanten Triibungen 
zu erzielen. Bei Benutzung von Natronlauge statt Wasser erhiilt 
man Triibungen, welche etwa 10 Minuten konstant bleiben und 
bei Messung innerhalb dieser Zeit vergleichbare Resultate geben. 
Die Labilitét der Triibung ist, wie ich nach Ausfiihrung von 
Kontrollmessungen mit Intervallen yon 1 Minute feststellte, bei 
den Spaltansatzproben gréBer als bei den Kontrollproben; man 
muB sie somit auf die Anwesenheit des Extraktes zuriickfiihren. 
Man kénnte eine Labilitét der ExtrakteiweiBtriibung annehmen, 
jedoch bildet, wie unten erértert werden soll, das Extrakteiweif 
mit Sulfosalicylsiure eine stabile Triibung. Vielleicht handelt es 
sich um eine Sensibilisierung der Proteine im Gemisch, indem 
sie entweder gegenseitig ihre Stabilitiit beeinflussen oder durch 
andere Extraktstoffe gestért werden. Eine Labilitat des Edestins 
durch Anniherung an den I.K.P. ist weniger wahrscheinlich, da 
der LE.P. von Edestin bei p,, = 6,9 liegt [Husfeldt?). 

Trotz den angefiihrten Schwierigkeiten ist die besprochene 
Mikromethode, wie aus Tab. IV ersichtlich, bei Benutzung von 
Rohextrakten brauchbar, wenn man genau nach den oben an- 
gegebenen Vorschriften arbeitet und eine Fehlerstreuung von 9°/, 
annimmt. 


Kathepsin-Eigeneiweifsubstrat. 


Stern?*) stellte fest, daB saure Glycerinextrakte von Geweben 
bis etwa 0,8°/, EiweiB enthalten, welches nach Salzsiurezufiigung 
mit Sulfosalicylsiure eine wihrend 20 Minuten stabile Triibung 
gibt. Dieses Eiwei8 eignet sich darum zur Messung der Eigen- 
eiweiByerdauung durch das im Extrakt vorhandene Kathepsin. 
Stern erzielte bei Anwendung dieses Prinzips gute Resultate, 
indem er in 40 ccm Totalfliissigkeit, welche 4 ccm Organextrakt 
enthielt, die EiweiBspaltung verfolgte. Jede Probe faBte 5 ccm, 
welche mit HCl und Sulfosalicylsiure auf 22 ccm gebracht wurde. 
Ein Nachteil dieser Methode ist, wie Stern selbst angibt, daB 
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das Verhiltnis zwischen Enzym und Substrat nicht variiert 
werden kann. 

Bei Umarbeitung dieses Verfahrens in eine Mikroanordnung 
entstanden Schwierigkeiten mit den Kontrollversuchen..In der 
Makroanordnung kann man, wie Stern verfihrt, jedesmal gleich 
vor der Messung der Kontrollprobe die entsprechende Menge 
Organextrakt zufiigen. Dadurch entstehen aber Pipettenfehler, 
die in der Mikroanordnung zu unbefriedigenden Ergebnissen fiihren. 
Kontrollversuche mit aufgekochtem Extrakt sind unzulissig, da 
bereits beim Kochen ein groBer Teil des Substrates ausflockt und 
der nachherigen Triibungsmessung entgeht. Ich habe daher die 
mit Milzextrakt versehenen Kontrollansiitze im Kihlraum bei 0° 
bewahrt und nur fiir jede Probeentnahme ganz kurz in das Ver- 
suchszimmer gebracht. Die durch die niedrige Temperatur er- 
zielte Herabsetzung der Spaltungsgeschwindigkeit gestattet brauch- 
bare Kontrollversuche%*). 

Benétigte Reagentien. — Kathepsinlésung. Roher Milzextrakt, 
erhalten durch Digerieren einer zerkleinerten Hundemilz mit 5 Gewichts- 
teilen essigsaurem Glycerin. Vor dem Gebrauch zentrifugieren. 

Veronalpuffer. Wie fiir Pepsin-Edestinsubstrat. 

Salzsiure. 12,5°/, und 0,1 Normallésung. 

Sulfosalicylsiiure 20°). 

Ausfiihrung. Man mischt 0,35 cem Veronalpuffer mit 0,84 cem 
0,1 n-HCl, 2 cem destilliertem Wasser und 0,3 cem Milzextrakt. py = 4,54. 
Darauf gibt man je 0,3 ccm dieser Mischung in zwei Probeglischen, die 
restierende Menge wird iiber zwei Versuchsgliischen (numeriert I und II) 
verteilt. Versuchsglas I wird nach Anbringen von Toluolwatte bei 35° in 
den Thermostat gestellt, Versuchsglas If (Kontrolle) kommt sofort in den 
Kihlraum bei 0°. In die Probeglischen gibt man 0,6 cem 12,5°/,ige HCl 
und 0,42 cem Sulfosalicylsiiure zu. Nach 3 Minuten wird nephelometriert 
in Plankiivette 2,5 mm, mit Filter L, und Vergleichshelligkeit 1. Nach be- 
stimmten Zeiten werden die Probeentnahmen wiederholt. Die Behandlung 
einer Probe dauert rund 7 Minuten. 


Ergebnisse: In der Tab. V sind die Resultate von zwei 
nach dieser Methode ausgefiihrten Parallelversuchen wiedergegeben, 
aus denen hervorgeht, da&i gute und reproduzierbare Ergebnisse 
zu erzielen sind. Der in etwa 1,4 ccm Spaltansatz enthaltene 
Extrakt aus ungefihr 80 mg frischer Milz zeigt eine lebhaft 





*) Diese Kontrollen sind, da sie keine Entwicklung von Mikro- 
organismen anzeigen kénnen, nicht ganz einwandfrei. Jedoch zeigten die 
Kontrollen der vorher beschriebenen Versuchsanordnungen niemals Ab- 
weichungen durch bakterielle Spaltungen und man darf also wohl annehmen, 
daB solche auch hier nicht auftreten. 








266 B. J. Krijgsman, 


Tabelle V. 


Kathepsin—Eigeneiweifsubstrat. 
0,15 cem roher Milzextrakt in 1,75 cem Totalfliissigkeit. 


Kontrollversuch im Kihlraum bei 0°. Temp. = 35°, py = 4,54. 























Zeit | 0,15 ecm Milzextrakt Abs. 0,15 cem Milzextrakt Abs. 
4 riib., minor Triib., 
Abs. "1, Kon- Abs. i. Kon- 

Stdn. Trib. | Spalt. |  trolle Triib. | Spalt. trolle 
0 0,042 0 | 0,044 0,044 | 0 | 0,042 

1 0,039 7? | = (0,044 0,042 | 5? 0,040 

24 0,022 44 0,042 0,023 | 48 0,042 
48 0,016 62 | 0,042 0,016 | 68 0,040 














spaltende Wirkung. Wie weiter aus den Kontrolltriibungen zu 
berechnen ist, sind Unterschiede in absoluter Triibung von 0,003 
einwandfrei me8bbar. Man muB8 also, da die Kontrolltriibung 
rund 0,042 betrigt, einem Fehler von etwa 7°/, Rechnung tragen. 
Dieser ziemlich groBen Streuung steht jedoch eine ausgepriigte 
Kinfachheit der Ausfiihrung gegeniiber. 


Schlu8betrachtung. 


Die in dieser Mitteilung angefiihrten Versuche beweisen die 
Brauchbarkeit der nephelometrischen Mikromethode zur Trypsin- 
und Kathepsinbestimmung. Bei Vergleichung der verschiedenen 
Methoden tritt hervor, daB die Empfindlichkeit der Hiweif- 
bestimmung sogar bei Benutzung desselben Substrates nicht 
immer gleich groB ist. So waren bei Pepsin—Caseinsubstrat 
[vgl. Krijgsman®)] 2,5 y Casein, bei ‘Trypsin—Caseinsubstrat 
3—4y Casein und bei Kathepsin—Caseinsubstrat 10 y Casein 
meBbar. Die Stabilitit der EiweiStriibung ist nimlich, durch 
Unterschiede in p,, Salz- und Eiweifkonzentration usw., nicht 
in allen Versuchsanordnungen gleich grof und es mu daher 
die Empfindlichkeit fiir jede Anordnung besonders festgestellt 
werden. 

Vergleicht man die beschriebenen Mikroanordnungen zur 
Kathepsinbestimmung, so tritt die Uberlegenheit der Kathepsin— 
Caseinmethode hervor, da diese bei gréBter Empfindlichkeit sehr 
befriedigende Spaltungsresultate ergibt. Jedoch hat auch die 
Kathepsin—EKigeneiwei8methode wegen der besonderen Einfachheit 
ihren Wert. Bei Vergleichung des Kathepsingehaltes verschiedener 
Organe ist die EigeneiweiBmethode jedoch nur beschrankt brauch- 
bar, da das Substrat dann nicht immer die gleiche Beschaffen- 
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heit hat. Edestin wird durch Kathepsin unter den gegebenen 
Begingungen langsamer gespalten als Casein und eignet sich, 
auch wegen des relativ groBen Versuchsfehlers, daher weniger 
zum Kathepsinnachweis. 

In einer folgenden Mitteilung hoffe ich iiber aie photo- 
metrische Mikrobestimmung von Maltase und Amylase berichten 
zu k6nnen. 


Der ,,Koningin Wilhelmina Jubileum Stichting“ driicke ich meinen 
aufrichtigen Dank fiir die Férderung dieser Arbeit durch ein Stipendium aus. 
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Bemerkungen zur Bestimmung von Kreatinin (und Kreatin) 
im Blut. 


Von 


Otto Folin. 





(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Harvard Medical School, Boston, U.S.A.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1934.) 


In einer vor kurzem in dieser Zeitschrift erschienenen Arbeit 
beschreiben Lieb und Zacherl1') eine Abinderuug der gebriiuch- 
lichen colorimetrischen Methode fiir Kreatininbestimmungen und 
stellen weitere Veréffentlichungen in Aussicht. Da der Wert dieser 
Untersuchungen weitgehend abhiingig sein wird von der Genauig- 
keit der analytischen Methode, scheint es zweckdienlich, einige 
Erklirungen zu der von Lieb und Zacher] ausgearbeiteten Ab- 
finderung zu geben. 

1. Das Wesentliche ihrer Abinderung besteht im Gebrauch 
eines Pulfrichphotometers an Stelle eines Colorimeters und in 
der Benutzung von Standardtabellen, deren Werte aus Bestim- 
mungen mit reinem Kreatinin gewonnen wurden. Falls diese 
Tabellen nicht exakt sind, mu8 ihre Benutzung bei den nach- 
folgenden Arbeiten zu Fehlern fiihren. Die Werte kénnen nur 
bei Verwendung ganz reinen Kreatinins zuverlissig sein. Die Ver- 
fasser haben aber kiufliches Kreatinin zu diesem wichtigsten 
Teil ihrer Arbeit verwendet; die einzige Kontrolle fiir die Rein- 
heit des Praiparates besteht in einer Stickstoffbestimmung. Die 
Herstellung vollkommen reinen Kreatinins ist nicht einfach und 
N-Bestimmungen als Mafstab fiir die Reinheit sind von zweifel- 
haftem Wert. Wir fanden fir Kreatininstandardlésungen das 
Kreatininzinkchlorid am geeignetsten und haben es in den letzten 
20 Jahren ausschlieBlich benutzt. Die Herstellung und Reinigung 
dieses Doppelsalzes ist 1914 von mir beschrieben; auBerdem findet 
man zahlreiche Angaben dariiber in der amerikanischen Literatur’). 

2. Lieb und Zacher! heben die Notwendigkeit hervor, nur 
ganz reine Pikrinsiure fiir die colorimetrischen und _photo- 
metrischen Kreatininbestimmungen zu verwenden, aber augen- 
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scheinlich haben sie sich nur oberflichlich mit der Sache und der 
einschligigen Literatur beschiftigt. Sie reinigen ihr Priparat durch 
Umkrystallisieren aus Benzol, wie es zuerst von S. R. Benedict 
beschrieben, spiter aber von ihm als ungeniigend erklirt wurde *). 
Ks ist deshalb zweifelhaft, ob Lieb und Zacher] wirklich reine 
Pikrinsdiure verwendet haben. Hier liegt méglicherweise eine andere 
Fehlerquelle ihrer Standardtabellen. 

Die beste Methode fiir die Herstellung reiner Pikrinsiure ist 


folgende: 
Man gibt 500 g Pikrinsiure in einen Kolben von 1500 ccm, 
fiigt 500 ccm Aceton zu, schiittelt — unter leichtem Erwirmen 


in heiSem Wasser — bis die Krystalle gelést sind, gibt 20 g 
Tier- oder Knochenkohle zu, schiittelt und filtriert. Um Ver- 
dampfung zu verhindern, bedeckt man den Trichter mit einem 
Uhrglas. 

250 g wasserfreies Natriumcarbonat und 100 g Natriumchlorid 
werden in einem 4 Liter-Becherglas in 2500 com warmem Wasser 
gelést. Unter fortwihrendem Riihren mit einem Achatléffel gibt 
man nach und nach die Acetonlésung zu der alkalischen Salz- 
lésung, wartet bis die CO,-Entwicklung beendet ist, liBt noch 
30 Minuten stehen und saugt dann durch einen Buchnertrichter 
(20cm Durchmesser) scharf ab. Man wischt mit etwa 2 Liter einer 
7°/,igen Kochsalzlésung und saugt so trocken wie méglich. Dann 
bringt man den Niederschlag von dem Filter wieder in das 
Becherglas zuriick und fiigt 2 Liter kochendes Wasser und 20 g 
Soda zu. Die heiBe Lésung versetzt man unter fortwihrendem 
Riihren mit 150 g NaCl, kilt, filtriert und wischt wie zuvor mit 
7°/,iger Kochsalzléisung und zuletzt 1 oder 2mal mit 2°/, iger 
NaCl-Lésung. 

Das Natriumpikrat ist jetzt sauber bis auf Spuren von NaCl. 
(Wenn statt der Pikrinsiure das Pikrat gewiinscht wird, wiischt 
man 1—2mal mit wenig Methylalkohol und trocknet.) 

Um das reine Pikrat in Pikrinséure iiberzufiihren, iibergieBt 
man die Substanz in einer groBen Abdampfschale mit einer 
eroBeren Menge verdiinnter Salzsiure (1 Volum konzentrierter HCl 
zu 4 Volumen Wasser), riihrt, bis alles dunkelgefairbte Pikrat 
verschwunden ist, filtriert durch ein gehirtetes Filter, wischt 
5—6 mal mit kaltem Wasser und trocknet méglichst im Dunkeln, 
nicht tiber 90°. 

3. Lieb und Zacher] hamolysieren zuerst das Blut fiir die 
Kreatininbestimmung und enteiweiBen danach nach Folin und Wu. 
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Sie bestimmen dann beides, sowohl das priformierte wie das 
Gesamtkreatinin im Filtrat. Ich méchte hier bemerken, daB die 
fiir Gesamtkreatinin (Kreatinin + Kreatin) erhaltenen Zahlen von 
zweifelhaftem Wert sind. S. R. Benedict und andere stellen die 
Anwesenheit von vorgebildetem Kreatinin im Blut iiberhaupt 
in Frage. 

Das vorherige Haimolysieren ist sowohl fiir die Kreatinin- 
bestimmung als auch fiir Zucker-, Harnsiiure-, Gesamtstickstoff- 
bestimmungen usw. nicht angebracht*). Die Blutzellen enthalten 
auBer Kreatinin noch andere Substanzen, die mit Alkalipikrat 
reagieren. Die so gewonnenen Werte sind also zu hoch. Die Fehler 
bei Gebrauch hiamolysierter Blutfiltrate fiir Bestimmungen von 
Kreatinin + Kreatin kénnen sehr groB sein. 

Es scheint daher angezeigt, die Untersuchungen von Lieb 
und Zacher! erst zu wiederholen und einer Kontrolle zu unter- 
ziehen, bevor weitere Ver@éffentlichungen folgen. Ich glaube, man 
wird kaum etwas finden, was nicht bereits bekannt ist. 

Im Zusammenhang mit den vorstehenden Einwendungen zu 
der Methode von Lieb und Zacher! méchte ich noch die jetzt 
von uns angewandte Technik der Kreatininbestimmung im Blut 
mitteilen. Dieselbe ist nicht veréffentlicht; sie findet sich nur in 
meinem Laboratoriumshandbuch von 1934°). Wir verwenden jetzt 
an Stelle von Pikrinsiure das Na-Pikrat. 

Praformiertes Kreatinin. Es ist nicht bewiesen, daB die Krea- 
tininreaktion mit Alkalipikraten im Blutfiltrat nur auf Kreatinin 
zuriickzufiihren ist, trotzdem ist die Bestimmung wegen ihres aus- 
gedehnten Gebrauchs bei Nierenfunktionspriifungen nach Verab- 
reichung von Kreatinin wichtig. Die beobachteten Werte bei 
himolysierten Blutfiltraten sind unzweifelhaft zu hoch, aber es 
ist keineswegs sicher, daB das gleiche auch fiir nicht himolysiertes 
Blut gilt. Unter den hier gewaihlten Bedingungen kann man eher 
annehmen, daB das Kreatinin die einzige im Filtrat in Reaktion 
tretende chromogene Substanz ist. 

Die Kreatininmenge im Blut ist bemerkenswert konstant und 
liegt nahe bei 1 mg pro 100 ccm. Bedeutend héhere Werte werden 
nur bei Nierenerkrankungen gefunden. 

Erforderliche Lésungen: 

I. Vorratslésung von Kreatinin. Diese ist die fir Urin- 
analysen gebriiuchliche Lésung. Sie enthilt 1,61 mg Kreatinin- 
zinkchlorid oder 1 mg Kreatinin im Kubikzentimeter gelést in 
0,1 n-HCl. 
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Bemerkungen zur Bestimmung von Kreatinin (und Kreatin) im Blut. 97] 





II. Kreatininstandardlésung. 1 ccm Liésung I (enthaltend 
1 mg Kreatinin) mit Wasser zu 100 ccm verdiinnt. 


III. 1°/,ige reine Na-Pikratlésung. 
IV. 2°/,ige Natronlauge. 


In zwei saubere trockene Reagensréhrchen gibt man 2 und 
4ccm der Kreatininstandardlésung und verdiinnt auf 20 ccm. In 
ein anderes gleiches Réhrchen kommen 10 ccm Blutfiltrat. Zu 
jedem Standardréhrchen fiigt man erst 2 ccm der Pikratlisung 
und danach 2 ccm NaOH; zu dem Blutfiltrat 1 ccm Pikratlésung 
und 1 ccm NaOH. Man mischt durch mehrmaliges Umschwenken 
und l4Bt mindestens 30 Minuten stehen. Wenn die zu unter- 
suchende Blutlésung nach dieser Zeit bedeutend dunkler ist als 
das die gréBere|Kreatininmenge enthaltende Standardréhrchen, wartet 
man besser 1 Stunde. Sollte auch jetzt noch ein groBer Unter- 
schied bestehen, dann verdiinnt man das Blutfiltrat auf das gleiche 
Volumen wie die Kontrollen durch Zusatz von 10 ccm Wasser, 
1 ccm Pikratlésung und 1 com NaOH. Man mischt und bestimmt 
jetzt die Farbtiefe. 


> multipliziert mit 1 oder 2 (oder 4, wenn 
das Blutfiltrat verdiinnt wurde) gibt den Kreatiningehalt in Milli- 
cramm pro 100 ccm Blut. X = Colorimeterwert der unbekannten 
Lésung. 

Bei Kreatininbestimmungen in Plasma oder Serum verwendet 
man oft besser 1:5 verdiinnte Filtrate. Bei héher konzentrierten 
Liésungen muB8 man doppelt so viel von der Kreatininstandard- 
lésung (also 4 und 8 ccm) fiir die Kontrollen nehmen und die 
Berechnung entsprechend iindern. In manchen Fillen, wie z. B. 
bei fortlaufenden Nierenfunktionspriifungen, mag es erforderlich 
sein, mit weniger als 10 ccm Filtrat auszukommen. Mit dem ge- 
wohnlichen Colorimeter erhilt man bei kleineren Mengen als 
10—12 ccm Totalfliissigkeit unbefriedigende Werte. Dagegen kann 
man bei Verwendung eines geeigneten Colorimeters auch noch 
mit 3—4 ccm Fliissigkeit gute Resultate erzielen. Eine Beschrei- 
bung der hierfiir nétigen Abinderungen eriibrigt sich wohl. 


Berechnung: 


Bestimmung von Kreatinin + Kreatin. 


Diese Bestimmung ist von zweifelhaftem Wert. Es ist nicht 
sicher, ob nicht auBer dem Kreatinin auch noch andere chromogene 
Substanzen durch die Hydrolyse in die Reaktion einbezogen werden. 
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Trotzdem ist die Methode niitzlich, zum mindesten, wenn man 
die Erfahrungen von Kreatininfiitterungsversuchen damit verbindet. 

5 ccm nicht hamolysiertes Blut werden in ein graduiertes 
25 ccm-Réhrchen gebracht, 2 ccm 0,1 n-HCl zugesetzt, das Roéhr- 
chen mit Zinnfolie verschlossen, im Autoklav fir 20 Minuten auf 
130° oder 10 Minuten auf 155° erhitzt und dann gekiihlt. 

Zu 0,04 und 0,08 mg Kreatinin werden in graduierten Roéhr- 
chen je 2 ccm 0,1 n-HCl gegeben, der Inhalt auf etwa 18 ccm 
verdiinnt, 2 ccm Pikratlésung und 2 ccm 2°/,ige NaOH zugesetzt, 
auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt, gemischt und die Be- 
stimmung wie beim praformierten Kreatinin zu Ende gefiihrt. 
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Uber die Wirkungsweise des Vitamins B, 
und die Beteiligung von Flavoproteinen 
an enzymatischen Dehydrierungen. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 


Th. Wagner-Jauregg, H. Rauen und E. F. Moller. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Oktober 1934.) 


Die Erkenntnis, da8 das Vitamin B, ein Flavin ist’) und die 
Beziehungen der Flavine zu Fermentvorgiingen?) lassen vermuten, 
da8 der Wirkungsmechanismus des Vitamins B, durch seine Be- 
teiligung an enzymatischen Prozessen eine Erklairung finden wird. 
Im ,,gelben Oxydationsferment“ von O. Warburg und W. Chri- 
stian*), das als Sauerstoffiibertriger bei der Oxydation von Hexose- 
monophosphorsaure eine wesentliche Rolle spielt, liegt ein Flavin 
in Bindung an einen hochmolekularen Trager, ein Protein‘), vor 
[Flavoprotein]5). Es ist wahrscheinlich, daB die in den verschieden- 
sten Zellen so weit verbreiteten Flavoproteine nicht lediglich bei 
der von O. Warburg und W. Christian untersuchten Oxydation 
der Hexosemonophosphorsdure beteiligt sind. Wir konnten bereits 





1) Paul Gyorgy, R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, Klin. Wschr. 
12, 1241 (1933); Naturwiss. 21, 560 (1933); Ber. chem. Ges. 66, 317, 676, 
1034, 1577 (1938). 

*) Zusammenfassung: Th. Wagner-Jauregg, Z. angew. Chem. 4%, 
318 (1934). 

8) O. Warburg u. W. Christian, Naturwiss. 20, 688, 980 (1932); 
Biochem. Z. 254, 438 (1932); 257, 492 (1933); 266, 377 (1933). 

4) H. Theorell, Naturwiss. 22, 289 (1934). 

5) Bisher wurde nur das Flavoprotein der Hefe in reiner Form dar- 
gestellt [H. Theorell, Biochem. Z. 272, 155 (1934)]. Es ist denkbar, daB es 
noch andere Flavoproteine gibt, die bexiiglich der Flavin- oder EiweiB- 
komponente davon verschieden sind, analog den bekannten Unterschieden 
bei Himoglobinen verschiedener Tiere. In diesem Sinne kann von Flavo- 
proteinen gesprochen werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. OCX XVIII. 18 
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zeigen, dai das gelbe Oxydationsferment tatsichlich auch fiir die 
Dehydrierung der Bernsteinséure durch Rindermuskel in Gegen- 
wart von Flavin als Wasserstoffacceptor wesentlich ist®). Dabei 
ist das Substrat, an dessen Oxydation das Flavoprotein mitwirkt, 
jedenfalls nicht die Bernsteinsiure selbst, sondern ein daraus 
primir gebildetes Oxydationsprodukt"). Es schien uns wichtig, an 
weiteren Systemen die Beteiligung von Flavoproteinen an bio- 
logischen Dehydrierungsvorgingen darzutun, und wir geben im 
folgenden Beispiele hierfiir. 

Das angewandte Fermentpriparat stellen wir aus frischem 
Frosch-, Ratten- oder Rindermuskel dar, der nach dem Zerkleinern 
und griindlichem Waschen durch kurzes Verreiben mit m/15- 
Phosphatpufier vom p,, 8,7 extrahiert wird. Auch aus wibrigen 
Rattenleberextrakten lassen sich durch Acetonfillung geeignete 
Priparate herstellen. Nach der Dialyse entfirben diese Enzym- 
lésungen Methylenblau im evakuierten Thunberg-Réhrchen erst 
nach langer Zeit; die Reduktion des Farbstoffes wird auch durch 
Zusatz von Substraten wie Apfelsiure, Milchsdure, Citronensdure, 
Hexosedvphosphorsdure nur unwesentlich beschleunigt. Kine Herab- 
setzung der Reduktionszeiten erreicht man beim gleichzeitigen 
Zusatz von Co-Ferment aus Pferdeblut-Erythrozyten®). Ganz 
wesentlich verkiirzen sich die Entfairbungszeiten aber erst, wenn 
man dem Enzym-Substratgemisch aufer Co-Ferment auch noch 
Flavoprotein (gelbes Oxydationsferment) hinzufiigt. 

Am deutlichsten erkennbar war der Aktivierungseffekt durch 
Flavoprotein bei der Dehydrierung der /-Apfelsdure durch Frosch- 
muskelextrakt, wofiir wir in Tab. 1 einige Versuchsbeispiele an- 
geben. Muskel vom Frosch ist deshalb sehr geeignet, weil darin 
von vornherein nur wenig Flavin und Flavoprotein enthalten ist, 
die beim Waschen fast vollkommen entfernt werden. Die Enzym- 
lésungen zeigen im Lichte der Analysenquarzlampe die griin- 
gelbe Flavin-Fluorescenz bloB ganz schwach angedeutet und ent- 
halten daher sehr wenig Flavoprotein. Deshalb tritt hier die 
Wirkung von zugesetztem Flavoprotein besonders deutlich in 
Erscheinung. 





6) Th. Wagner-Jauregg, H. Rauen u. E. F. Moller, Diese Z. 224, 
67 (1934). 7) Dieselben, Diese Z. 225, 145 (1934). 

8) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 406 (1934). Die 
Aktivierung enzymatischer Dehydrierungsvorgiinge durch Co-Fermente ist 
eine oft beobachtete Erscheinung. Vgl. z. B. H. v. Euler, Chemie d. En- 
zyme, II. Teil, 3. Abschnitt, Miinchen 1934. 
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Tabelle I. 


Dehydrierung von 1-Apfelsiure. 

Enzymlésung: 68g zerkleinerter, mit m/15-Phosphatpuffer von 
Pq 6,6 mehrmals gewaschener Froschmuskel werden mit der gleichen Ge- 
wichtsmenge m/15-Phosphat von py 8,7 1/, Stunde lang extrahiert und 
20 Min. lang zentrifugiert. Zentrifugat 2 Stunden im Cellophanschlauch 
gegen m/15-Phosphat py 8,7 im Eisschrank dialysiert. 

Co-Ferment: Darstellung aus Pferdeblutzellen nach O. Warburg 
und W.Christian. Es wurde ein nach der Vorschrift fiir Co-Ferment II 
dargestelltes und gereinigtes Priiparat verwendet [,,Lésung B“, a. a. O.°), 
S. 407]. Wir erhielten dabei stets Co-Ferment I, also ein Co-Ferment, das 
nur in Gegenwart von Flavoprotein wirksam ist. 

Gelbes Oxy dationsferment: Gereinigtes Priparat aus Hefe; 1 cem 
entspricht 25 y Lactoflavin. 

m/10 l-ipfelsaures Natrium. Methylenblau 1:5000:0,5 cem 
pro Ansatz. 

Versuchstemperatur 37°. 

















. Co-Fer- | Flavo- Apfel- m/15- Ent- 
,, | Enzym ‘ P H;0 fiirbungs- 
Nr. ment protein siure Phosphat ; 
ecm ecm zeit 
ccm ccm ecm Pa 8,7 in Min 
1 1 _ os 0,4 0,7 _ > 860 
2 1 0,4 “se 0,4 0,3 _ 59 
3 1 —~ 0,3 0,4 0,4 — > 360 
4 1 0,4 0,3 0,4 — _ 9 
ce 0,4 0,3 0,4 os 1 300 
6 1 ~ oe oo i,1 ste > 360 
7 1 0,4 0,3 “a 0,4 ore 42 























Die Ansiitze Nr. 6 und 7 zeigen, da8B auch die Reduktion des Methylen- 
blaus durch die in der Enzymlésung noch vorhandenen Wasserstoffdonatoren 
durch Co-Ferment + Flavoprotein ganz wesentlich beschleunigt wird. Durch 
linger dauernde Dialyse lassen sich diese Substrate vollstindiger entfernen, 
doch nimmt dabei die Malicodehydrase-Wirksamkeit stark ab. 

Véllig gleichsinnig wie unter anaeroben verlaufen die Versuche 
auch unter aeroben Bedingungen in der Warburg-Apparatur; die beob- 
achtete Sauerstoffaufnahme ist aber eine nur sehr geringfiigige. Worauf 
dies zuriickzufiihren ist, muB die weitere Untersuchung zeigen. Teilweise 
mitbedingt ist diese Erscheinung jedenfalls durch die beim Schiitteln bei 
37° auftretende Inaktivierung der Enzymlésungen. 


Die Beobachtungen iiber die Dehydrierung von Apfelsdure 
durch Apfelsiuredehydrase in Gegenwart und Abwesenheit 
von Flavinenzym bestirken uns in der Annahme, da8 Flavo- 
proteine integrierende Bestandteile einer ganzen Reihe 
von verschiedenen Dehydrierungssystemen sind. Das 
Lactoflavin (Vitamin B,) bendtigt der Tierkérper offenbar 
18* 
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zur Synthese der an verschtedenen lebenswichtigen Dehy- 
drierungsvorgingen als Zwischenkatalysatoren betei- 
ligten Flavoproteine. 

Vor kurzem haben H.v. Euler und E. Adler®) in iiber- 
zeugender Weise gezeigt, daB auch die enzymatische Dehydrierung 
von Athylalkohol durch Zusammenwirken einer Dehydrase, des 
Flavinenzyms und eines Co-Fermentes (Co-Zymase) erfolgt. Der 
Befund von A. Bertho und B.v. Zychlinski™), daB im System 
Zwischenferment aus Hefe, Co-Ferment aus Pferdeblutkérperchen 
und gelbem Oxydationsferment weder Glucose noch 1-(+)-Milch- 
siure, Athylalkohol, Brenztraubensiure oder Methylglyoxal oxy- 
diert werden, beruht wohl zum Teil darauf, da8 ihr ,,Zwischen- 
ferment“-Priparat nicht die spezifisch auf die angewandten Sub- 
strate eingestellten Dehydrasen enthielt, bzw. daB, wie in unserem 
Falle, eine Substratwirkung im anaeroben Versuch vorhanden 
sein kénnte ohne nennenswerte O,-Aufnahme unter aeroben Bedin- 
gungen. Daf es auch Dehydrasesysteme gibt, deren Wirkung 
unabhingig von der Anwesenheit von Flavoprotein ist, dafiir 
sprechen Beobachtungen von D.E.Green und M. Dixon?) an der 
Xanthinoxydase. 





%) Diese Z. 226, 195 (1934). 10) Liebigs Ann. 512, 81 (1934). 
11) Biochemic. J. 28, 237 (1934). 
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Pig. 2. Fig. 2. 


5 -Schleimhaut eines Kaninchens im héchsten Stadium Uterus-Schleimhaut eines Kaninehens in Riickbildung, 
ir Brunst unter der Wirkung des Follikelhormons. an der keine C. l.- Hormonwirkung feststellbar ist. 
oY (Mit hezeichnet.) 

%, 





Fig. 3. 
Uterus-Schleimhaut eines Kaninchens, an der Andeutung von C. l.-Hormonwirkung 
sichtbar ist. (Mit + — bezeichnet.) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXXVIII. Tafel III 


Zu ,Kk. H. Slotta und H. Ruschig, Schwangerschaftshormon*. (S. 207.) 
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Fig. 4 hig. 5 


Uterus-Schleimhaut eines Kaninchens, Uterus-Schleimhaut eines Kaninchens, die die 
ander geringe C. L-Hormonwirkung deutliche C. L-Hormonwirkung zeigt. 
sichtbar ist. (Mit + bezeichnet.) (Mit 4 bezeichnet.) 
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Fig. 6. 
Uterus-Schleimhaut eines Kaninchens, an der sich starke C. L-Hormonwirkung zeigt. 
(Mit + + + bezeichnet.) 


Fiir die Beurteilung der Growenverhiiltnisse ist sehr wesentlich, daw alle 6 Figuren in 
gleicher VergréBerung (12fach) aufgenommen sind 


ippe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CCXXVIIL. Tafel LV. 
(S. 207.) 





Zu .k. H. Slotta und H. Ruschig, Schwangerschaftshormon“. 





